














HOPPE-SEYLER'S ZEITSCHRIFT 


fiir 


PHYSIOLOGISCHE CHEMIE 


unter Mitwirkung von 


E. ABDERHALDEN-Halle, SVANTE ARRHENIUS-Stockholm, G. v. 
BUNGE- Basel, O. COHNHEIM-Hamburg, P. EHRLICH-Frank- 
furt a. M., A. ELLINGER-Frankfurt a. M., H. EULER-Stockholm, EMIL 
FISCHER-Berlin, R. GOTTLIEB-Heidelberg, W. v. GULEWITSCH- 
Moskau, 0. HAMMARSTEN- Upsala, 8. G. HEDIN-Upsala, V. HENRI- 
QUES-Kopenhagen, G. HOPPE-SEYLER-Kiel, L. KREHL-Heidelberg, 
Wm. KUSTER-Stuttgart, FR. KUTSCHER-Marburg, E. LUDWIG- 
Wien, CARL TH. MORNER-Upsala, K. A. H. MORNER-Stockholm, 
F. v. MULLER-Minchen, W. OSTWALD-GroSbothen, I. P. PAWLOW- 
St. Petersburg, C. A. PEKELHARING-Utrecht, F. PREGL-Graz, 
E. SALKOWSKI-Berlin, M. SIEGFRIED-Leipzig, S. P. L. SORENSEN- 
Kopenhagen, H. STEUDEL- Berlin, H. THIERFELDER-Tibingen, 
R. WILLSTATTER-Berlin-Dahlem, A. WINDAUS-Innsbruck, 
E. WINTERSTEIN-Zirich, R. v. ZEYNEK-Prag 


herausgegeben von 


A. KOSSEL, 


Professor der Physiologie in Heidelberg. 


DREIUNDNEUNZIGSTER BAND. 


Mit acht Kurvenzeichnungen und einer Abbildung im Text. 


STRASSBURG 
VERLAG VON KARL J. TRUBNER 
1914/1915. 




















Alle Rechte, insbesondere das der Ubersetzung. 
vorbehalten. 











M. DuMont Schauberg, Stra®burg. . j 














Inhalt des dreiundneunzigsten Bandes. 


HEFT | und IL. 


(Ausgegeben am 10. Dezember 1914.) 


Embden, Gustav, Walter Griesbach und Ernst Schmitz. Uber 
Milchsaurebildung und Phosphorséurebildung im Muskel- 
WE 6 ck RRS ew ee ee ; 

Cohn, Martha, und Rudolf Meyer. Uber das Ve studio dér 
Milchséure und Phosphorséure im Uterusprefsaft 

Hagemann, Hans. Uber die Einwirkung des Uterusprefsaftes 
auf Hexosephusphorséure ..... . : ~ 4 ois 

Laquer, Fritz. Uber die Bildung von Mitahatene ona vn 
siure im Froschmuskel. |. Mitteilung ......... 

Cohn, Martha. Uber Milchsdure- und Phosphorsiurebildung im 
Pee ee eee eee oe ee ee 

Embden, Gustav, und Fritz Laquer. Uber die Chemie des 
Lactacidogens. I. Mitteilung. Isolierungsversuche . 

Embden, Gustav, Walter Griesbach und Fritz Laquer. Uber 
den Abbau von Hexosephosphorséure und Lactacidogen 
durch einige Organprefisifte. . . 2... 2.2. ee wee 

Kordésy, K. v. Die Wirkung des Chloroforms auf die Chlorophyll- 
assimilation. Mit einer Abbildung im Text. ...... 

— — Uber Muskelschwellung. Mit acht Kurvenzeichnungen 


HEFT IIl und IV. 


(Ausgegeben am 29. Dezember 1914.) 


Morner, Carl Th. Eine wohlcharakterisierte, organische Schwefel- 
verbindung, erhalten aus Proteinstoffen bei Behandlung der- 


selben mit Salpetersiure .........+.-. Q 
-- — Einige Beobachtungen iiber Cystinnitrat und Crstaeydien 
Gs heehee tae MED wes ; 


Lifschiitz, J. Die Oxydation an Cholesterins Send die Blut. 
gowebe. Vill. Mitteilung. . . . 1. 1 1s ee et ew 
Waentig, P., und O. Steche. Uber die fermentative Hydroper- 
oxydzersetzung. V. Mitteilung ........... oF 


HO48B 15 


Seite 


145 
154 





Uber Brenztraubensdure als Aktivator der 


Oppenheimer, Max. 


alkoholischen Girung ...... ae a ' 
— Uber die Bildung von Milchséure “ der diduiieien 


(idrung. II. Mitteilung. Entgegnung an die Herren Neu- 


i eg Cr a ee a ae a ae es 
Loeb, Adam. Uber die Acstensigubaschildiane aus Cickakaiawe 


ee a ee eae 7 ‘ 
Friedrichs, Oscar v. Uber die Einwirkung von ehhenidiilinan 
auf den Alkaloidgehalt des Opiums. ... .... 
Orla-Jensen, Chemische Untersuchungen iiber die Gerinnung der 
Milch und iiber die Léslichkeit des Gerinnsels in Salzwasser . 
Oswald, Adolf. Uber die Nicht-Existenz der <«Uroleucinsaure> . 
Panzer, Theodor. Gewinnung einer diastatisch wirksamen Sub- 
stanz aus Milchzucker. XII. Mitteilung . 
Salkowski, E. Bemerkungen zu der Arbeit von Kullberg: oo 
die gleichzeitige Verainderung des Gehaltes an Glykogen, 
an Stickstoff und an Enzymen in der Hefe,» Bd. 92, S. 340 


dieser Zeitschrift 


HEFT V. 
(Ausgegeben am 24. Februar 1915.) 
Panzer, Theodor. Diastasepriparate aus verschiedenen Kohle- 
hydraten. XIII. Mitteillung. ..... ‘ < wos 
Hirsch, Ernst. Uber physiologische se eT eS im Blut- 
zuckergehalt des Menschen unter Beeinflussung desselben 
durch Ather- und Chloroformnarkose . . 
Eigenberger, Fritz. Uber die Urease der Betitialins “a — 
Verwendung zur quantitativen Harnstoffbestimmung. . 
Panzer, Theodor. Uber das Verhalten verschiedener Stoffe gegen 


Stickoxyd. XIV. Mittellung ....... : to 

Kossel, A., und 8. Edlbacher. Einige Densibnieaen iiber das 

OE tw on os 2 
HEFT VI. 


(Ausgegeben am 21. April 1915.) 
Hensel, Marie. Quantitative Studien tiber Acetylierungsprozesse 
im Tierkérper. II. Mitteilung. Der Einfluf§ von Essigsaure, 
Brenztraubensdure und Acetesssigsaure auf die Bildung von 


p-Acetylaminobenzoeséure ........-. 
Salkowski, E. Uber den Nachweis kleiner Saceenaenen aan 
Formaldehydbildung und die formaldehydbildenden Sub- 


stanzen des Harns ....... 





336 


339 


401 


























Alphabetisches Verzeichnis der Autorennamen. 


Cohn, Martha, 84. | 

— — und Rudolf Meyer, 46. | 

Edlbacher, S., s. Kossel. | 

Eigenberger, Fritz, 370. | 

Embden, Gustav, Walter Griesbach 
und Fritz Laquer, 124. 

— — Walter Griesbach und Ernst 
Schmitz, 1. 

— — und Fritz Laquer, 94. | 

Friedrichs, Oscar v., 276. | 

Griesbach, Walter, s. Embden. 

Hagemann, Hans, 54. 

Hensel, Marie, 401. | 





Kossel, A., und S. Edlbacher, 396. 
Laquer, Fritz, 60. 
— — s. auch Embden. 


| Lifschitz, J., 209. 


Loeb, Adam, 270. 

Meyer, Rudolf, s. Cohn. 
Morner, Carl Th., 175, 203. 
Oppenheimer, Max, 235, 262. 


| Orla-Jensen, 283. 
| Oswald, Adolf, 307. 


Panzer, Theodor, 316, 339, 378. 
Salkowski, E., 336, 432. 
Schmitz, Ernst, s. Embden. 


Hirsch, Ernst, 355. | Steche, O., s. Waentig. 


Korésy, K. v., 145, 154. 


Waentig, P., und O. Steche. 228. 








Berichtigung. 


Seite 219, Zeile 22 von oben (iiber der Uberschrift: zwei 
blinde Versuche) lies: stoffen statt flossen. 


Seite 269 letzte Zeile (Anmerkung) lies: Max Oppenheimer, 
Diese Zeitschrift Bd. 93, 5S. 257. 














ae 











a 





Ober Milchsdurebildung und Phosphorsaurebildung im 
MuskelpreBsaft. 


Von 
Gustav Embden, Walter Griesbach und Ernst Schmitz. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt a, M.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1914.) 





Durch eine Reihe von Untersuchungen aus dem letzten 
Jahrzehnt, namentlich auch dessen letzten Jahren, ist der 
Nachweis erbracht worden, daB der Hauptabbauweg der Kohle- 
hydrate im Tierkérper uber Milchsiure verlauft. 

Die Bildung dieses Produktes aus Kohlehydraten wurde 
unter sehr verschiedenartigen Versuchsbedingungen beobachtet: 

So trat in der kiinstlich durchstrémten Leber reichliche 
Milchséurebildung auf, wenn das Organ stark glykogenhaltig 
war, wahrend die Milchsaéurebildung bei Durchblutung der 
glykogenfreien oder glykogenarmen Leber mit zuckerarmem 
Blute vollig ausblieb, im Gegenteil der Milchsiuregehalt des 
Blutes waihrend des DurchstrOmungsversuches meist deutlich 
absank. 

Wurde aber dem Durchstrémungsblute d-Glukose, oder 
besser noch d-Laevulose hinzugefiigt, so fand auch in der 
glykogenarmen Leber eine reichliche Milchsaurebildung statt. 

Schon durch diese Versuche war der endgiiltige Nach- 
weis des Abbaues der Kohlehydrate der Hexosereihe zu Milch- 
sdure gefiihrt. 

Ebenso eindeutig waren die Ergebnisse, die verschiedene 
Autoren am Gesamtblute, an Leukozyten, an gewaschenen 
Blutkérperchen und auch am Organbrei unter Anwendung ver- 
schiedener Hexosen erhielten. 

In den eben erwahnten Untersuchungen wurde der Ab- 
bau von Kohlehydraten zu Milchséiure durch lebensfrische 
tierische Zellen beobachtet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 1 
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Es lag jetzt sehr nahe, zu versuchen, die beim Abbau 
von Zucker zu Milchsaéure wirksamen Agentien von den Zell- 
strukturen abzutrennen, um so den fiir die alkoholische Girung 
langst erwiesenen rein fermentativen Zuckerabbau auch fiir 
den Tierkérper darzutun, fiir den er so oft behauptet, aber 
nie einwandfrei gezeigt worden war. 

Die Tatsache des besonders reichlichen Auftretens von 
Milchsiiure in der Muskulatur veranlaBte uns, in friiheren Ar- 
beiten!) derartige Versuche am Muskelprefisaft anzustellen. 

Das Ergebnis war nicht das anfanglich erhoffte. Zwar 
gelang es ohne weiteres, zu zeigen, daBh im frischen Muskel- 
prefsaft von Hunden unter bestimmten Versuchsbedingungen 
eine oft sehr betrachtliche und mit groBer Geschwindigkeit 
ablaufende Milchséurebildung eintritt, ein Zusammenhang dieser 
Milchsiurebildung mit einem entsprechenden Verschwinden von 
Glykogen oder Traubenzucker lief sich aber nicht feststellen. 
Glykogen war in mehreren mittels der abgekiirzten Pfliiger- 
schen Methode untersuchten Fallen im Prefsafte von vorn- 
herein iiberhaupt nicht nachweisbar und Traubenzucker fand sich 
bei Untersuchung mittels des Knapp’schen Titrationsverfahrens 
verschiedentlich nur in so geringen Mengen?), da® er zur 
Deckung der gebildeten Milchséure bei weitem nicht ausreichte. 

Vor allem aber gelang es nicht, durch Zusatz von Gly- 
kogen und Traubenzucker die Milchséurebildung im Sinne einer 
Steigerung zu beeinflussen. 

Das im MuskelpreBsaft anscheinend unabhiingig von seinem 
Glykogen- und Traubenzuckergehalt erfolgende Auftreten von 
Milchsiure bei kurzem Stehen schien uns am besten erklarbar 
durch die Annahme einer besonders gearteten Milcliséurevor- 
stufe, iiber deren Natur wir keinerlei bestimmte Vorstellungen 
aiuBbern konnten. 





!) Embden, Kalberlah u. Engel. Uber Milchsiurebildung im 
Muskelprefisaft. I. Mitteilung. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 45, 1912. Kura 
Kondo. II. Mitteilung. Daselbst, S. 63. 

*) Uber die der Knappschen Titrationsmethode bei ihrer Anwen- 
dung auf nach Schenck gewonnene Prefsaftfiltrate anhaftenden Fehler 
und iiber die Frage des Vorkommens von Traubenzucker im Muskelpreh- 
saft siehe weiter unter S. 16. 
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Wir schlugen vor, diese Vorstufe wegen ihrer engen 
biologischen Beziehungen zur Milchsaure einstweilen als Lacta- 
cidogen zu bezeichnen. 

Aufgabe der vorliegenden Arbeit und mehr zum Teil 
noch der nachfolgenden Untersuchungen ist es, die Berech- 
tigung der Annahme eines von den gewohnlichen Kohlehydraten 
verschiedenen Lactacidogens zu erweisen und Aufklirung tiber 
seine chemische Natur zu gewinnen. 

Wenn auch namentlich das letzgenannte Ziel als noch 
keineswegs erreicht bezeichnet werden kann, so werden doch, 
wie wir glauben, durch die vorliegende und die nachfolgenden 
Untersuchungen unsere Vorstellungen tiber die Entstehung der 
Milchsiure im Muskel in ganz bestimmte Bahnen gelenkt, auf 
denen voraussichtlich die schlieBSliche Klérung der chemischen 
Natur und der biologischen Bedeutung des Lactacidogens er- 
folgen wird. 





In einer bereits erwahnten Untersuchung haben wir auf 
die Méglichkeit von Beziehungen des Lactacidogens zu der 
Phosphorfleischsiiure Siegfrieds hingewiesen. Wenn auch, 
wie wir gleich hier erwahnen wollen, diese Vermutung wohl 
sicher nicht zu Recht besteht, so war sie doch fiir uns Ver- 
anlassung, zu untersuchen, ob vielleicht die Milchséurebildung 
im Muskelprefisaft von einer Phosphorsdéurebildung begleitet ist. 

Wiederholt ist ja in dlterer und neuerer Zeit behauptet 
worden, dafi angestrengte Muskelarbeit zu vermehrter Phos- 
phorséureausscheidung durch den Harn fihre, und daf} auch 
im Muskel selbst bei seiner Tatigkeit Phosphorsdure frei werde. 

Vermehrte Phosphorséureausscheidung durch den Harn 
nach angestrengter Muskelarbeit wurde wohl zuerst durch 
G. J. Engelmann beobachtet.') 

Am Muskel selber glaubten Weyl und Zeitler?) eine 
Vermehrung der Phosphorséiure wiahrend der Titigkeit fest- 





') Engelmann, G. J., Archiv f. d. ges. Anatomie u. Physiologie, 
1871, S. 14. Siehe auch Presyz, Ungar. Archiv f. innere Med., Bd. I, S. 38. 

2) Weyl Th. und Zeitler, H., Uber die saure Reaktion des tatigen 
Muskels und iiber die Rolle der Phosphorsdiure beim Muskeltetanus. Diese 


Zeitschr., Bd. 6, 1882, S. 557. 
1* 
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stellen zu koOnnen. Sie reizten am Kaninchen nach Brust- 
markdurchschneidung den Ischiadicus der einen Seite mit 
tetanisierenden Strémen und fanden in einer Reihe von vier 
ubereinstimmenden Versuchen eine Vermehrung des _ wasser- 
l6slichen Phosphors, den sie, wohl mit Unrecht, als anorganischen 
Phosphor ansprachen.!) Gleichzeitig wurde der Lecithinphos- 
phor etwas vermindert, jedoch bei weitem nicht geniigend, 
um die aufgetretene «<anorganische» Phosphorséure zu decken. 

An Hunden arbeitete Macleod?) unter Siegfrieds Lei- 
tung. Er stellte unter Beniitzung von Kontrolltieren, die geruht 
hatten, fest, dafi starke Arbeit im Tretrade die Menge der 
wasserléslichen organischen Phosphorséure vermindert, die 
der anorganischen vermehrt. Diese Vermehrung der anorga- 
nischen Phosphorsiure geschah nur zum geringeren Teile unter 
entsprechender Verminderung des Nucleonphosphors, zum 
groBeren Teile auf Kosten des organischen, wasserléslichen 
Nichtnucleonphosphors, dessen naéhere Natur unbekannt blieb. 

Natiirlich wurde die Deutung dieser Versuche durch den 
Umstand erschwert, da’ die Zirkulation wahrend der Muskel- 
arbeit erhalten bleiben mufte. 

Macleod konnte iibrigens auch feststellen, daB der Ge- 
samtphosphor der Muskeltrockensubstanz wéhrend der Arbeit 
zunimmt, da also der arbeitende Muskel in besonders hohem 
Mage Phosphor aus dem Blute aufzunehmen imstande ist. 

DaB bei der Autodigestion des Muskels Phosphorséure 
aus organischen Verbindungen frei wird, ist bereits von E. 
Salkowski*) gezeigt worden. Auch von Fiirth‘) konnte am 
Kaninchenmuskel nach mehrtaégigem Liegen eine nicht sehr er- 
hebliche Zunahme der anorganischen Phosphorsaure beobachten. 


‘) Siehe hierliber auch Parnas u. Wagner. Biochem. Zeitschr., 
Bd. 61, S. 387, 1914. 

*) Macleod, J. J. R., Zur Kenntnis des Phosphors im Muskel, 
Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Bd. 28, S. 535, 1899. 

®) Salkowski, E., Uber die Autodigestion der Organe. Zeitschrift 
fiir klinische Medizin, Bd. 17, Suppl. Bd., S. 77. 

‘) von Firth, O., Uber die Gerinnung der Muskeleiweifkérper 
und deren mutmafliche Beziehung zur Totenstarre. Hofmeisters Bei- 
trige, Bd. 3, S. 562, 1903. 
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In der vorliegenden Arbeit haben wir — wie bereits er- 
wahnt — zunichst untersucht, ob im Muskelprefisaft die friiher 
von uns beobachtete Milchsaéurebildung von einer Bildung 
anorganischer Phosphorsdure begleitet ist. 


Methodisches. 


Die PreBsaftgewinnung geschah ganz in der friiher ge- 
schilderten Weise. 

Von der Anwendung der Kosselschen Schneidemaschine, 
die wir bei einem Teil unserer friiheren Versuche benutzt 
hatten, sahen wir ab. 

Die Versuchstiere — wir verwandten zunichst nur 
Hunde — wurden in Athernarkose aus den FemoralgefiiSen 
entblutet; méglichst bald nach dem Tode des Tieres die Mus- 
kulatur der Hinter- und Vorderschenkel (manchmal auch 
Bauch- und Riickenmuskulatur) so rasch wie mdglich von der 
Hauptmenge Fett — Sehnengewebe etc. — befreit, in einer 
Fleischhackmaschine gut zerkleinert und dann in einer sehr 
groBen Porzellanreibschale mit reinem Quarzsand unter An- 
wendung eines grofien Pistills griindlich verrieben. Mit Vorteil 
bedienten wir uns bei allen spateren Versuchen einer Vor- 
richtung, die der von Buchner und Hahn’) fir die Zer- 
kleinerung von Hefezellen angegebenen nachgebildet war. Nach 
griindlichem Verreiben mit Quarzsand wurde der entstandene 
Muskelbrei mit Kieselguhr gut durchgeknetet. Die schlieBlich 
erhaltene homogene Masse soll sich nur wenig feucht anfiihlen. 

Bei unseren friiheren Versuchen haben wir Muskulatur, 
Quarzsand und Kieselguhr nicht gewogen. Spiater wandten 
wir bei einer bestimmten Versuchsanordnung ganz bestimmte 
Mengenverhiltnisse an und setzten auch das Verreiben mit 
Quarzsand eine bestimmte Zeit fort. 

Fiir die eigentliche Pressung bedienten wir uns auch bei 
den Versuchen dieser Arbeit der Organsaftpresse von H. Meyer. 
Als PreBtuch verwandten wir eine einfache Schicht diinner Gaze. 





') Buchner, E. u. H. und Hahn, M., Die Zymasegirung. Miinchen 
u. Berlin 1903, 
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Die Pressung wurde bis zu einem allmihlich auf 400 
Atmospharen ansteigenden Druck vorgenommen. 

Der Prefisaft wurde in eisgekiihlten Mefzylindern aufge- 
fangen und bis zum Ansatze des Versuchs, der stets mdglich 
rasch erfolgte, in Eis aufbewahrt. Auch der Quarzsand, die 
Kieselguhr, die Reibschale etc. waren vor dem Versuch gut 
gekiihlt. Samtliche Geratschaften, die mit der Muskulatur oder 
dem Muskelprefsaft in Beritihrung kamen, waren sterilisiert. 

Kin Teil des PreBsaftes (PreBsaft A) wurde sofort mit je 
dem gleichen Volumen Salzsiure von 2°/o und Quecksilber- 
chlorid von 5°/o, also unter dreifacher Verdiinnung des Pref- 
saftes, gefallt. Ein anderer Teil blieb unter Zusatz einer fiir 
die optimale Milchséurebildung ausreichenden Menge von ge- 
sittigter Natriumbikarbonatl6sung!) in sterilen, mit einge- 
riebenen Glasstopfen verschlossenen Pulverflaschen wiihrend 
verschiedener Zeiten, héchstens aber zwei Stunden, im Wasser- 
bade von 40° stehen. 

Am Schlusse des Versuchs wurde der Prefsaft (Prefsaft B) 
unter Beriicksichtigung des Bikarbonatzusatzes mit Salzsiure 
(2°/oig) auf das Doppelte des urspriinglichen Prefsaftvolumens 
gebracht und schlieflich genau so wie der Prefisaft A mit 
Sublimatlésung gefillt. 

Die gefillten, griindlich durchgeriihrten Fliissigkeiten 
blieben tiber Nacht im Eisschrank — in allen spiitern Ver- 
suchen bei Zimmertemperatur — stehen. 

Am niichsten Morgen wurden sie abgesaugt, die Filtrate 
mit Schwefelwasserstoff entquecksilbert, durch einen Luftstrom 
vom Schwefelwasserstoff befreit und nach Abtrennung des 
Quecksilbersulfids aliquote Filtratanteile zur Bestimmung von 
Milchsaéure und Phosphorsaéure verwendet. 

In allen spiteren Versuchen wurden fiir jede Milchsaure- 
oder Phosphorsiiurebestimmung 100 ccm Prelfsaftfiltrat, ent- 
sprechend 33,3 ccm PreBsaft benutzt. 

Die Technik der Milchsiurebestimmung wich nicht wesent- 
lich von der friiher geschilderten ab. Der gemessene Filtrat- 


4) Kura Kondo, Uber Milchsiurebildung im Muskelprefsaft. II. Mitt. 
Biochem. Zeitschr. Bd. 45, S. 71, 1912. 
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anteil wurde mit Natronlauge annihernd neutralisiert, dann 
mit 15 ccm starker Phosphorsdure (ca. 60°/o) angeséuert und 
im Lindschen Apparat unter starker Heizung und lebhafter 
Rotation mit Ather zunichst wenigstens 40 Stunden lang 
extrahiert. 

Stets wurde alsdann ein Kolben mit neuem Ather mit 
dem Apparat verbunden und eine mindestens 2Ostiindige Kon- 
trollextraktion vorgenommen. | 

Gewohnlich war die Extraktion nach 40 Stunden voll- 
stiindig, es kam aber vor, daB sich noch bestimmbare Milch- 
siiuremengen in dem zweiten Atherextrakt fanden. 

Die Atherextrakte wurden unter griindlichem Nachwaschen 
mit Ather filtriert, der Ather unter Zusatz von etwa 20 cem 
Wasser verjagt, die wiisserige Lésung des Atherextraktes auf 
etwa 100 ccm gebracht, mit Normalnatronlauge schwach al- 
kalisch gemacht, in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade 
auf etwa 5-10 ccm eingeengt und nunmehr dem Milchsiure- 
bestimmungsverfahren nach von Fiirth und Charnass in der 
im hiesigen Institut iiblichen Weise unterworfen. Héutig wurden 
Doppelbestimmungen ausgefiihrt, die fast stets befriedigend 
miteinander tibereinstimmten. Bei diesen Doppelbestimmungen 
wurden von vornherein zwei einander entsprechende Prefsaft- 
anteile getrennt verarbeitet. 

Die Phosphorséiurebestimmung wurde folgendermafen 
ausgefiihrt : 

Der gemessene Filtratanteil (wie bereits oben erwiihnt 
in allen spiateren Versuchen 100 ccm) wurde in der Kilte 
mit Magnesiamixtur und alsdann mit einem reichlichen Uber- 
schuB von Ammoniak versetzt. Die Fliissigkeit blieb gut be- 
deckt wahrend 24 Stunden in der Kiilte stehen; der alsdann 
auf ein aschefreies Filter gebrachte Niederschlag wurde Ofters 
mit Ammoniak von 2°/o gewaschen, in der Kilte mit Salpeter- 
siure von etwa 8°/o gelést, wobei die Loésung in das _ ur- 
spriinglich benutzte Becherglas zuriickflob. 

Nach geniigendem Waschen des Filters mit kaltem Wasser 
wurde die Fliissigkeit wieder in der Kalte mit einer aus- 
reichenden Menge Salpetersiiure von 25°/o (1 Teil) Ammonium- 
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nitrat von 349 (1 Teil) und Ammoniummolybdat von 3°/o 
(3 Teile) versetzt. Die Abscheidung des Molybdatniederschlages 
wird unter diesen Bedingungen erst langsam vollstandig, ist 
aber bei ausreichendem Zusatz des Fallungsmittels nach 
24 Stunden abgeschlossen. 

Nach dieser Zeit wird der Molybdatniederschlag méglichst 
vollstindig auf ein aschfreies Filter gebracht, mit ammonnitrat- 
haltiger Waschfliissigkeit in tiblicher Weise gewaschen und 
schlieBlich — wie bekannt — unter L6sung in Ammoniak in 
das urspriinglich verwendete Becherglas zurtickgebracht. Die 
letzte Fallung der Phosphorsiiure als Magnesium-Ammonium- 
Phosphat wird in tiblicher Weise in der Warme vorgenommen. 

SchlieBlich wird der Niederschlag auf einen gegliihten 
und gewogenen Porzellan-Goochtiegel gebracht. Nach dem 
Waschen bis zur Chlorfreiheit und dem Trocknen bei etwas 
liber 100° wird der Porzellantiegel zunachst vorsichtig in 
seinem Aufentiegel, dann ohne denselben in der vollen Ge- 
bliseflamme gegliiht. Bei den vielen Hunderten von Bestim- 
mungen dieser und der folgenden Arbeiten sind uns nur ganz 
vereinzelte Analysen durch Springen des Goochtiegels ver- 
loren gegangen. Wir haben uns vielfach davon tiberzeugt, dab 
bei der von uns angewendeten Methode des Gliihens es nur 
zu einem duferst geringfiigigen, fiir unsere Versuche nicht in 
Betracht kommenden Verluste durch die Reduktionswirkung 
der Flammengase kommt. 

Es ist unbedingt notwendig, bei dem_ beschriebenen 
Analysengang die beiden ersten Fallungen der Phosphorsaure 
in der Kilte vorzunehmen, weil es sonst, wie wir sehr hiufig 
feststellten, zu einer Abspaltung von Phosphorséure aus or- 
ganischen Verbindungen kommen kann. In zahlreichen ver- 
gleichenden Versuchen mit der tiblichen «Warmfallung» und 
der eben beschriebenen «Kaltfallung» der Phosphorséure wurde 
bei der erstgenannten Fillungsart, auch wenn so kurz wie 
irgend méglich erwarmt wurde, bald nur wenig bald aber ganz 
erheblich mehr Phosphorséure als unter Anwendung der «Kalt- 
fallung» gefunden. 
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Wir besprechen nunmehr zuniachst die ersten 5 Ver- 
suche, die wir mit der eben geschilderten Technik aus- 
fiihrten. 

Das Ergebnis dieser Versuche ist in Tabelle | zusammen- 
gestellt. Aus den Kolonnen 2—4 sind die notwendigen Einzel- 
heiten der Versuchsanordnung ersichtlich. Die Kolonnen 5 
und 6 geben den Milchsiiuregehalt des sofort gefillten und 
des nach dem Stehen bei 40° verarbeiteten Prefisaftes wieder. 
In den Staben 7 und 8 finden sich die entsprechenden Werte 
fir Phosphorséure (als PO,H, berechnet). 

Die fettgedruckten Zahlen in Kolonne 9 gehen die aus 
den Kolonnen 5 und 6 berechneten Werte fiir neugebildete 
Milchsdéure, jene in Kolonne 10 die aus Kolonne 7 und 8 
berechnete Phosphorsiurebildung pro 100 ccm  Prefsaft 
wieder. 

Aus Kolonne 11 ist ersichtlich, wieviel Molekiile Phosphor- 
siure auf je 100 Molekiile Milchsiure beim Stehen des Pref- 
saftes neugebildet wurden. 

In 4 von den Versuchen (Versuch 1, 2, 3, 5) weicht 
die Zahl der freigewordenen Phosphorsiuremolekiile wenig von 
derjenigen der Milchséuremolekiile ab, jedenfalls kaum stirker 
als es durch die unvermeidlichen Fehler der Bestimmungs- 
methoden bedingt ist. In Versuch 4 bleibt dagegen die Phos- 
phorséiurebildung ganz merklich hinter der Milchséurebildung 
zurtick. | 

Wir sehen also bereits aus diesen Versuchen nicht nur, 
daf bei 1—2stiindigem Stehen frischen Muskelprebsafts bei 40° 
eine unter Umstianden duferst betrachtliche Phosphorsiiure- 
bildung stattfindet, sondern auch, daB in vier von fiinf Ver- 
suchen die Mengen der neugebildeten Phosphorsiure und 
Milchséure praktisch aquimolekular waren. 

Daf es sich hier um ein mehr zufilliges Zusammen- 
treffen handelt, wird in h6échstem Mafe unwahrscheinlich, 
wenn man die GrédfSe der Milchséiure- und Phosphorsdure- 
bildung in den verschiedenen Versuchen vergleichend betrachtet. 
Die Werte schwanken fiir Milchséure von ca. 0,048°/o in Ver- 
such 3 bis nahezu 0,216°/o in Versuch 5 (fiir Phosphorsiure 
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3 t 5 6 7 8 9 10 11 
i Menge In In : 
Fiir jeden} “~~ ® ilch- ' ” Auf 100 
, der dem Milch- Milch- Phosphor Phosphor-} 100 ccm | 100 ccm * 
saure in séure in ', Molekiile 
Prefisaft Prefsaft . siure in . ; siure in des des Mil 
B enw idol Ome Prefisaftes | Preftsaftes _ 
a B des sofort} 100 ccm | des sofort | 100 ccm B | ". ’ siure 
Nr. gesetzten | blieb bei ver- des ver- des ies ial rnin | 
Bie 40° arbeiteten | prefsaftes | arbeiteten | prefsaftes ebildete | gebildete gebildete 
Prefisaftes Prefisaftes ; . _ | Phosphor- 
carbonat- A B A B Milch- Phosphor- saat 
lésung siure saiure se chitin 
ccm Minuten g g g g g g 
3 60 0.3165 0.4344 0,1519 0,2833 0.1179 0,1314 102 
3 120 0,4108 0.5208 0.1170 0.2341 0.1097 0,1171 98 
3 60 0.2738 06,3216 0.1415 0,1865 0,0478 0,0450 87 
4 120 0.2343 0.3401 1614 0.2410 0.1058 0,0796 74 
5 120 0,2821 0.4980 0,0893 0.3430 0.2159 0.2537 108 
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natirlich entsprechend), sie sind also ganz auferordentlich 
verschieden. ') : 

Handelte es sich aber nicht um einen Zufall, so war die 
Bildung d&quimolekularer Mengen Milchséiure und Phosphor- 
siure im Muskelprefisaft wohl nur erklirlich durch die An- 
nahme, dafi das Lactacidogen eine organische Phosphorsiiure- 
verbindung ist, die durch Muskelprebsaft eben unter Bildung 
aiquimolekularer Mengen Milchséure und Phosphorsiiure — 
offenbar auf fermentativem Wege — zerlegt werden kann. 

Unsere niichste Aufgabe war, die in vier von den fiinf 
ersten Versuchen gemachte Beobachtung zu _ bestitigen und 
moglichst auch das abweichende Verhalten auch des einen 
Versuchs aufzuklaren. 

Bei der Mehrzahl der néachstfolgenden Versuche nahmen 
wir nun einige Abiinderungen in der Art der Prefsaftgewinnung 
vor, die wir von vornherein fiir Verbesserungen hielten, die 
aber die Versuchsergebnisse im héchsten Mafe beeinfluBten, 
derart, dai Milchsiure und Phosphorsiaure nicht mehr in iiqui- 
molekularer, sondern die Milchsaure meist in weit tiberwiegender 
Menge auftrat. 

Die wesentlichste methodische Anderung, die wir vor- 
nahmen, bestand darin, daB wir die unmittelbar nach dem 
Tode des Tieres mit denkbar gr6éBter Beschleunigung ge- 
wonnene Muskulatur so rasch wie moglich abkiihlten, um einen 
von vornherein moglichst Milchséure- und Phosphorséurearmen 
PreBsaft zu erhalten. 

Zu dem Zwecke wandten wir eine Fleischhackmaschine 
an, die mit einem Kiihlmantel umbaut war, der mit Kalte- 
mischung gefiillt wurde. Wir erreichten so, dafi das zer- 
kleinerte Fleisch die Hackmaschine statt wie bisher mit einer 
Temperatur von uber 30°, wenig warmer als 20° verlieb. 

Auch bei den weiteren, zur Prefsaftgewinnung not- 
wendigen Prozeduren wurde weit mehr als bisher auf mdég- 


') Da das Molekulargewicht der Milchsiure = 90 dasjenige der 
Phosphorséure (PO,H,) == 98 ist, muf im Falle der Bildung &quimole- 


kularer Mengen Milchsiure und Phosphorséure die Phosphorséureneu- 
bildung etwas gréfer als die Milchséurebildung sein. 








12 G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, 


lichst starke Abkiihlung der verwandten Geriitschaften ete. 
gesehen. 

Ferner wurde bei diesen Versuchen weniger Kieselguhr 
als bisher verwendet, es wurde feuchter gepreBt, weil wir die 
Beobachtung machten, dai so die Prefsaftausbeute stieg. 

Wir haben zahlreiche derartige Versuche, die wir im 
folgenden kurz als «Versuche mit starker Kiihlung» bezeichnen 
wollen, angestellt. 

Nur in einer ganz geringen Minderzahl der Versuche 
zeigte sich hier die anfiinglich beobachtete fquimolare Milch- 
siiure- und Phosphorséurebildung. Gew6hnlich tiberwog die 
Milchsiurebildung weitaus. 

Fiinf beliebig herausgegriffene, derartige Versuche sind 
in Tabelle II (Versuche 6—10) zusammengestellt. 

Aus Kolonne 11 dieser Tabelle geht hervor, daB die Zahl 
der auf 100 Molekiile Milchsaéure gebildeten Phosphorsauremole- 
kiile zwischen 43 (Versuch 7) und 74 (Versuch 10) schwankt. 

Kann hier also von einer strengen Aquimolaritét keine 
Rede sein, so ist doch auch in diesen Versuchen ein gewisser 
Parallelismus zwischen Milchséure- und Phosphorsaéurebildung 
erkennbar. Die weitaus stiirkste Phosphorsiurebildung sehen 
wir in Versuch 10, in dem sich auch die starkste Milchsiure- 
bildung findet, die geringste Bildung beider Séuren in den 
Versuchen 7 und 8 usw. 

Wodurch war das abweichende Ergebnis dieser Versuche 
mit starker Kiihlung bedingt? 

Von vornherein waren hier sehr verschiedene Méglich- 
keiten vorhanden, von denen wir nur eine erwahnen wollen, 
weil sie uns zu einer Reihe gleich zu erérternder weiterer 
Versuche veranlabte. 

Wir stellten uns niamlich vor, daB vielleicht bei der be- 
sonders schonenden Art der PrefSsaftgewinnung in den Ver- 
suchen mit starker Kiihlung der PreBsaft noch ein gewisses 
MaB8B von glykolytischer Fahigkeit besife, d. h., daf& er nicht 
nur imstande wire, Lactacidogen unter Bildung 4quimolekularer — 
Milchsiiure- und Phosphorsiéiuremengen zu spalten, sondern 
auch Kohlehydrat zu Milchséure abzubauen. 
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Tabelle 3. 














— a T 2 | | ‘ = 
if 2] 8 | 4 5 6 | 7 8 | 9 10 | 11 12 | 13 14 15 
| | | In In 
| | In In | 
Fir | Menge | Milch- | Milch- | Milch- | Thos- | Fhos- | Fhos- 100 cem 100 cem 1 Gey “-* 
jeden jder den) isiure in séure in sdure in| PUOT | P og’ P et oo | — | Pref- | Pref- 
Einzel-| PreB- | Die |100 ccm 100 cem 100 ccm|S@Ure 1” saure 1n|sdure in| Pref- | Preb- | aftes Bsaftes B 
versuch. siften | Pref- | des so-| des | des ee Waa | te ae | ae | ohne | mit 
Fo , ™ s afte . S| | > = he | | hs x aad m 
Nr-} wandte setzten |biicben | verar- saftes B sattes BI S0fort | Pres. | Presi. | Zucker-| Zucker-| Theatr | susats niin 
Preb- | Bicar- | bei 40° beiteten | ohne | mit werae- jensen Disatees ad Saeese | Susats | neuge- | neuge- 
saft- | bonat-| Pres. | Zucker- Zacker- [Peiteten’ ohne | mit | neuge- | neuge- | yiigete | bildete 
menge | losung saftes A zusatz | gusatz |. 1°S-, | Zucker-| Zucker. | bildete | bildete | prog. | phos- 
[oer ee ne ee | saftes A} zusatz | zusatz Milch- | Milch- | | ; 
| | | sdure | sdure | Phor- | phor- 
| | | | saure | saure 
ccm | ccm | Min.; g | g | g g ge | gi! eg si e|es 


0.2491) 0,2416] 0,0830 0,1701 0.1643 0,0871 0,0796 0,0871! 0,0813] Kaltversuch. In Prefsaft B 


| mit Zuckerzusatz kamen 4ccm 
| 


| | | 
11} 80 | 48 | 60 | 0,1620 


einer Traubenzuckerlésung 
von 5,4°/) = 0,216 gr Trauben- 
zucker Titrationsdiffereng. 


mit und ohne Traubenzucker 





0,55 ecm. 
12] 80 48 | 60 | 0,1951) 0,2619 0,2801] 0,1839 0,2357, 0,2320 0.0668] 0,0850 0,0518) 0,0481] | Kaltversuch. Zuckerzusatz 
ie | ‘ | ii | ; | wieim vorigenVersuch. Titra- 
tionsdifferenz zwischen B mit 
und B ohne Traubenzucker 
= 1,55 ccm. 
— Kaltversuch. Keine Phos- 
phorsaurebestimmung.Zucker- 
zusatz: 0,216 g in isotonischer 
Lésung. Nach 30 Minuten im 
Prefsaft ohne Zuckerzusatz 
0,0675,im PreBSsaft mit Zucker- 
zusatz 0,0729°/, Milchsaure. 
Titrationsdifferenz 0,4 ccm. 
14] 80 8,0 60 | 0.2491 0,3726 0.3848] 0,1812 0.2267 0.2225 0,1235 0.1357 0.0455 0,0413] Kaltversuch. Zuckerzusatz 
0.216 g in 4 ccm waisseriger 
3 | | Lisus* Titrationsdifferenz 
™ zZwis o B mit Bohne 
Traubenzucker = U9 ccm. 


' i 
| | 
| | 
| 
} 


| 


mbden, W. Griesbach nnd E. Schmitz, 


13] 50 4,0 | 60 0.1971 02849 02849) — | — | — | 00878\00878 — 


} } 


.’ 
4 


G. E 


| 

















Uber Milchsaéurebildung u. Phosphorsidurebildung im Muskelprefsaft. 15 


Wir haben daher unsere friiher mit ganz negativen Er- 
gebnissen angestellten Versuche tiber die Einwirkung von 
Traubenzucker auf den Umfang der Milchsaéurebildung im 
Muskelprefsaft!) unter Anwendung starker Kiihlung ete. bei der 
Prebsaftgewinnung wiederholt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind in ‘Tabelle III 
niedergelegt. 

Aus den Kolonnen 11 und 12 dieser Tabelle ist der Um- 
fang der Milchsiiurebildung mit und ohne Traubenzuckerzusatz 
ersichtlich. 

In Versuch 13, in dem keine Phosphorsiiurebestimmungen 
ausgefiihrt wurden, ist die Milchséurebildung mit und ohne 
Traubenzuckerzusatz gleich grof. Bei Versuch 11 ist in dem 
mit Zucker versetzten Prefsaft etwas weniger Milchséure als 
in dem entsprechenden Leerversuch gefunden, doch liegt der 
Unterschied durchaus innerhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung (siehe Bemerkung zu diesem Versuch). Auch fir 
die Mehr-Bildung von Milchséure in dem mit Zucker ver- 
setzten Prefisaftanteil! in Versuch 14 gilt das gleiche (ge- 
bundene cem "/10-Jodiésung in B ohne Traubenzucker 27,6 ccm, 
in B mit Traubenzucker 28,5 ccm). 

Nur in Versuch 12 wurde in dem Ansatz mit Trauben- 
zucker eine Mehrbildung von Milchsiure gefunden, die einer 
Titrationsdifferenz von merklich mehr als 1 ecm entspricht. Be- 
stimmungsfehler von dieser Gr6d8e sind allerdings nach unseren 
ausgedehnten Erfahrungen selten, aber der Ausschlag ist doch 
zu gering und das Versuchsergebnis zu vereinzelt, um den 
SchluB zuzulassen, daB hier zugesetzter Traubenzucker durch 
MuskelpreBsaft in Milchséure umgewandelt wurde. 

Andererseits laBt sich nicht ausschliefen, daB in den 
Versuchen mit starker Kiihlung von vornherein im Muskel- 
prefsaft vorhandene Kohlehydrate sich an der Milchsaure- 
bildung beteiligten. 

Wenn auch, wie wir friiher feststellten, Glykogen unter 
den von uns eingehaltenen Versuchsbedingungen im Muskel- 


1) Siehe Embden, Kalberlah und Engel, 1]. c., S. 57 und Kura 
Kondo, l.c., 8S. 77. 
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preBsaft fehlt, so ist doch Parnas und Wagner!) darin 
Recht zu geben, daB mdglicherweise irgendwelche Spaltpro- 
dukte des Glykogens z. B. dextrinartiger Natur im PreBsaft 
enthalten waren. 

Auch Traubenzucker war moglicherweise vorhanden. 

Zu unserer friiheren Angabe, dafB Traubenzucker im 
Muskelprefsaft héchstens in Spuren vorhanden ist, waren wir 
an der Hand der Knappschen Methode gelangt. Unterdessen 
hat sich aber herausgestellt, dai diese Methode an dem nach 
Schenck enteiweiften Prefsaftfiltrat versagt. Ob die relativ 
hohen Reduktionswerte, die Forschbach?) und in neuer- 
lich angestellten Versuchen auch wir bei der Verwendung 
alkalischer Kupferlésung feststellten, tatséchlich auf Trauben- 
zucker und nicht vielmehr wenigstens zu einem Teil auch auf 
eine andere Substanz zu beziehen sind, soll in einer nach- 
folgenden Arbeit erdrtert werden. 

Wir haben soeben ausgefihrt, bei welcher Art der Prefi- 
saftgewinnung wir in der Regel eine die Phosphorsiurebildung 
stark tiberwiegende Milchsiurebildung beobachteten. 

Es gelang uns in einer langen Reihe weiterer Versuche 
ohne weiteres — wenigstens in der tiberwiegenden Mehrzahl 
der Versuche — villige oder annihernde Aquimolaritit der 
Phosphorsdure- und Milchséurebildung zu erzielen, als wir von 
einer Kiihlung des Fleisches bei der Zerkleinerung mit der 
Fleischhackmaschine absahen, und ferner bei der Bereitung des 
Prefsaftes die Muskulatur besonders grindlich mit Quarzsand 
zerrieben und mit sehr viel Kieselguhr mengten. Bei allen 
spiiteren Versuchen der Tabelle [V (von Versuch 31 ab) wurde 
die zerkleinerte Muskulatur mit der gleichen Menge Quarz- 
sand 10—15 Minuten durch einander ablésende Gehilfen kraftig 
zerrieben, so daf ein sehr feinfaseriger Brei entstand und dann 
mit einer der Halfte des Muskelgewichts entsprechenden Kiesel- 
guhrmenge griindlich vermengt. Das so gewonnene, ziemlich 





1) Parnas, J. und Wagner, R,, 1. c. 
*) Forschbach, Zur Frage der Muskelmilchsiure beim Diabetes 


mellitus und der glykolytischen Kraft des Muskels. Bioch. Zeitschr., Bd. 58, 
S. 339, 1914. 
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trockene Pref gut lieferte fast stets einen vOllig klaren Preb- 
saft, im Gegensatz zu der oft triiben Prefsaftbeschaffenheit 
beim Pressen mit weniger Kieselguhr. 

AuBer diesen Mafinahmen bei der Prefsaftgewinnung 
fiihrten wir in einem Teil der Versuche noch eine besondere 
Vorbehandlung des Prefsaftes ein. 

Wir stellten uns vor, daB in den Versuchen mit starker 
Kiihlung die Milchsiurebildung beim Stehen des Prefisaftes 
deswegen iiberwiegt, weil hier neben der Spaltung von Lac- 
tacidogen in dquimolekulare Mengen Milchsiiure und Phosphor- 
siure noch ein anderer milchsiurebildender Vorgang ent- 
halten ist. 

In den Versuchen ohne Kiihlung kommt es im allge- 
meinen schon vor und wiihrend der Prefsaftgewinnung zu einer 
stirkeren Milchsiéiurebildung als in den Kaltversuchen, und es 
lag nahe, eben die Einwirkung der wihrend der Zerkleinerung 
der Muskulatur ohne Kiihlung gebildeten Saure mit dem Aus- 
bleiben der iiberwiegenden Milchséurebildung beim Stehen des 
Muskelprefsaftes in Zusammenhang zu bringen. 

Wir haben dementsprechend am Prefsaft versucht, durch 
voriibergehende Siureeinwirkung bei 25° denjenigen Anteil der 
Milchsiurebildung zu zerst6ren, der nicht mit dem Auftreten 
aiquimolekularer Mengen Phosphorsdure einhergeht. 

In einer Reihe von Versuchen ist das auch in der Tat 
gelungen. Im einzelnen gestalteten sich diese Versuche folgen- 
dermafen : 

Fir jeden Einzelversuch kamen stets 80 ccm Prebsaft 
zur Verwendung. Eine Prefsaftportion wurde sofort in der 
friiher geschilderten Weise nach Schenck gefallt. Eine zweite 
blieb unter Zusatz von 10 ccm bikarbonat- und zuckerfreier 
Ringerlésung und einer gemessenen Menge gesattigter Losung 
von Natriumbikarbonat wihrend zwei Stunden bei 40° stehen, 
und wurde dann ebenso wie der sofort gefillte Prefsaftanteil 
weiterverarbeitet. 

Zwei oder mehr Prefsaftportionen wurden mit Siure 
vorbehandelt, d. h. 80 ccm PreBsaft wurden mit genau 5 ccm 
n/o-Schwefelsaure, in einzelnen Versuchen auch ®/5-Schwefel- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 2 
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séiure versetzt und blieben 30 Minuten in einem Wasserbade 
von 25° stehen.!) 

Nach dieser Zeit wurde einer der Versuche unterbrochen, 
d. h. nach Schenck gefallt. In einem weiteren Prefsaftanteil 
wurde zuniichst die zugesetzte Schwefelsiure durch genau 
5 ccm ®/e- (bezw. "/s-)Natronlauge neutralisiert, alsdann die 
gleiche Menge Natriumbikarbonatlésung wie bei der nicht mit 
Sdure vorbehandelten Prefsaftportion hinzugefiigt. Nun kam der 
PreBsaft ebenfalls auf zwei Stunden ins Wasserbad von 40° 
und wurde genau wie die tibrigen Ansatze weiterverarbeitet.?) 

Die Ergebnisse von 38 fortlaufenden in der eben ge- 
schilderten Weise vorgenommenen Versuche sind in der Ta- 
belle IV aufgefiihrt, und zwar in der Reihenfolge, in der sie 
angestellt wurden. 

Die Kolonnen 2 bis 8 enthalten die ohne Saurevorbehand- 
lung, die Kolonnen 9 bis 15 die mit Séurevorbehandlung ge- 
wonnenen Ergebnisse. 

Betrachten wir zuniichst die Versuche ohne Saurevor- 
behandlung, so sehen wir, daB sie zu einem grofen Teil eine 
annihernd iiquimolekulare Bildung von Milchsaure und Phos- 
phorsiiure aufweisen. (Siehe die fett gedruckten Zahlen in den 
Kolonnen 6 und 7 und namentlich in Kolonne 8, aus der die 
Anzahl der auf 100 Milchséuremolekiile gebildeten Phosphor- 
molekiile hervorgeht.) 

Wo aber ohne Siiurevorbehandlung die Menge der Milch- 
siiure tiberwiegt, da wird sehr haufig eben durch diese Vor- 
behandlung villige oder annihernde Aquimolaritét der neu- 
gebildeten Mengen beider Siéuren erzielt oder doch die zu Un- 
gunsten der Phosphorsdure vorhandene Differenz merklich ver- 


1) Einzelne Abweichungen von der Art der Sdurevorbehandlung 
sind aus der Tabelle ersichtlich. 

*) Auch die nicht mit Saéure versetzten Prefsaftanteile blieben in 
einem Teil der Versuche ebenso wie die mit Siure versetzten bei 25° 
stehen. Da diese Modifikation ohne wesentliche Einwirkung auf das Ver- 
suchsergebnis war (es kam in einigen langen Versuchen anscheinend 
schon wihrend der Vorbehandlung zu ganz geringen Milchsaure- und 
Phosphorsdurebildungen), ist sie bei der Aufstellung der Tabelle IV nicht 


beriicksichtigt. 


& 
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kleinert. (Siehe namentlich die Versuche 15, 18, 19, 25, 26, 
27, 28, 31, 32, 33.) 

In anderen Fallen war aber auch die Saéurevorbehand- 
lung nicht imstande, das Mifverhaltnis zwischen Milchsiure- 
bildung und Phosphorséurebildung auszugleichen. (Siehe die 
Versuche 29, 30, 35, 42.) 

In Versuch 30 wurden statt 5 ecm "/2-Siiure 10 ecm ange- 
wandt, wodurch neben einer starken Verminderung der Milchsaure- 
bildung eine fast ebenso starke der Phosphorsiurebildung auftrat. 

In denjenigen Versuchen, in denen es durch Saurevor- 
behandlung, Aquimolaritét der neugebildeten Milch- und Phos- 
phorsiure herbeigefiihrt wurde, war die Herabminderung der 
Milchséurebildung zum Teil recht erheblich. (Siehe Kolonnen 
6 und 13 der Versuche 19, 25, 26, 27, 28, 31, 32, 33.) 

Die Phosphorsaurebildung wurde durch die Séurevorbe- 
handlung in einem Teil der Fille garnicht, in einem anderen 
Teile immerhin merklich beeinfluBt. 

In denjenigen Versuchen, in denen von vornherein die 
neugebildeten Mengen beider Siiuren praktisch aquimolekular 
waren, wurde fast stets die Milchsiurebildung nur insoweit 
vermindert, als eine entsprechende Verminderung auch der 
Phosphorséurebildung eintrat (Versuche 17, 20, 23, 24, 40), 
so da nirgends durch die Siiurevorbehandlung ein auferhalb 
der Fehlergrenzen der Bestimmungen liegendes Uberwiegen 
der Phosphorsiurebildung hervorgerufen wurde. 

Zieht man in denjenigen Versuchen der Tabelle IV, in 
denen die Siurevorbehandlung ausgefiihrt wurde, die an den 
siurevorbehandelten Prefsaftanteilen erhaltenen Ergebnisse in 
Riicksicht, so sind von den 38 Versuchen dieser Tabelle 31 
mal Milchsiure und Phosphorséure in anniihernd aquimoleku- 
laren Mengen?!) aufgetreten, in 7 Versuchen nicht. 

Von diesen 7 Versuchen (Versuch 29, 30, 35, 36, 38, 
42, 44) tiberwog in sechs Fallen die Milchséurebildung, und 





‘) Annihernde Aquimolaritit haben wir — in allerdings etwas will- 
kiirlicher Weise — iiberall da angenommen, wo die gefundene Phosphor- 
siuremenge von der berechneten um nicht mehr als 20°/o abweicht. 
Meist ist in den stimmenden Versuchen die Abweichung allerdings viel 


reringer, 
g ger 9 





















1 2 | 38 4 | 65 si 8 8 9 | 10 
Ohne Séurevorbehandlung Vorbehandlung 
Milchséure | Phosphorsaure | In 100 ccm des In B, auf Milchsaure 
in 100 ccm | in 100 ecm Prefisaftes B, |L00Mole-} in 100 ccm 
des | des neugebildete kille des 
| | g Milch- 

Nr.| cofort [Pach dem| nach dem | siure nach der 
nomen | Stehen | sofort Stehen Phos- | Beuge- sofort | Stehen 
verar- | bei 40°) Verar- | bei 40°} witch- ; | bildete | VETal- | bei 46! 

beiteten| verar- | beiteten| verar- 7 phor- | Phos- |beiteten) verar- 
Prefi- |beiteten| preg. | beiteten| Sa@ure siure | Phor- | Pref- ' beiteten 
ta | ae 1 _, | Pref- sdiure- : | Pref- 
pattes A\ saftes B, sattes A, saftes B, mole- pattes As saftesR 

ge | 8 | 8 g g e | aw is 
| 0,3846 | 0.544) 

15] 0,4009 | 0,5899 | 02132 | 0,3794 | 0,1890 | 0.1662 | 80 peemingetle Pasecen: 
: aia Hie 2 [0,4104] | [0,5886 

| 
16] 0,3058 | 0,4273 | 0.1744 | 0,3049 | 0.1215 | 0.1805 | 99 ae 
} 
| 
5 | 0,3807 0.5130 
3814 5528 HOS 3 714 | 0.1762 4 | 

17] 0, 0,55 0,1509 | 0,3271 | 0,171 0.1% 9 (0,3780] [0,5400 

| 

18} 0.2362 | 0.3442 | 0,2837 | 0,3630 | 0.1080 | 0,0793 67 0,2268 | 0),3260 

| 
| 

19} 0,2713 | 0,4246 | 0,1530 | 0,2843 | 0,1533 | 0,1313 78 0,2673 | 0,3925 

20] 0,3280 | 0,4630 | 0,1524 | 0,2927 | 0,1315 | 0.1403 | 95 | 0,3307 | 0,452 

21] 0,2930 | 0,3672 | 0,2029 | 0,2732 | 0,0742 | 0,0703 87 — {| - 

| | 
221 0.3469 | 0,4347 | 0,1947 | 0,2806 | 0,0878 | 0,0859 | 90 = — 
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ach dex 
Stehen 
bei 4()! 


verar- 

reiteter 
Pref- 

aftes B 


uy 
5 


0.5447 


0.5886) 


0.5130 
0,540 


0,326) 


03928 
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elle 4 
== 
11 | 12 13 14 15 | 16 17 
iit , Saure 
Phosphorsaure In 100 ccm des In B, auf M 
in 100 ccm Prefisaftes B, |1% Mole- d — 
; | kiile er den 
des neugebildete Milch- | Preb- 
fort Inach dem siure | Sdften Bemerkungen 
solort | Stehen Phos- | Reuse B zuge- 
verar- | hei 40°| Milch- | '0S- | pildete | setzten 
beiteten| verar- " phor- | Phos- | Bicar- 
Pech. |Deiteten; SS4Fe | phor- | bonat- 
Preh- Saure | saure- | losung 
aftes “a saftes B, molekiile 
. jg g | 8 a ccm 
0,2098 | 0,3675 | 0,1601 | 0,1577 90 6 Die mit Saiure vorbehandelten 
02193] | (0,3974] | [0,1782] | (0,1781] | [92] Prefisafte standen 30 Minuten 
bei 20°. 
— — _ —- -- o Der Muskel wurde mit sehr 
viel Kieselguhr geprefit. Bei 
Vorbehandliung mit g Sdure 
deutliche Abnahme der Phos- 
phorsdurebildung. 
~oo O,2078 O,1888 | 0,1400 % 6 Sehr trocken gepreft. Vor- 
1.1678] | [(0,3376] | [0,1620) | [0,1698] | [96] behandlung mit Séure wabrend 
30 Minuter. bei 25°. 
0.2594 | 03461 | 0,0992 | 0,0867 80 6 Sehr trocken geprefit. Saéiure- 
behandlung wie beim vorigen 
Versuch. 
1572 | 0,2943 | 01255 | 0,1371 100 6 Sadurebehandlung wie bei den 
vorigen Versuchen. 
0.1480 | 0,2764 | 01215 | 01284 97 6 Saurebehandlung wie bei den 
vorigen Versuchen. 
Sehr trocken gepreBbt. 
~ —- _ —- — 9 Derse|be Prefhsaft wurde auch 
zum Zusatzversuch mit Hexo- 
sephosphorséure verwandt. 
Versuch 61 Tabelle 8. 
~ _ a -- — 6 Der nicht ganz einwandfreie 
Versuch mit 9 Saure, der ein 





























abweichendes Ergebnis gab, 
wird hier nicht angefihrt. 
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1 : |} 2 4 5 | 6 7 8 9 | 10 |] 
Ohne Séurevorbehandlung Vorbehandlung i 
Milchséure | Phosphorsiure | In 100 cem des In B, auf Milchsiure 
in 100 com | in 100 ccm | Prefsaftes B, |!Mole-} in 100 cem 
des | des neugebildete kiile des 
| | “ Milch- I | 
Nr. | car upp [Dachdem| inach dem siure | nach dem| 
“T-] sofort | Stehen | ° fort | Stehen Phos- | Beuge- sofort | Stehen | 
verar- | hei 40°| Verar- | bei 40° | Milch- bildete | VET | hei 40) 
beiteten| verar- |beiteten| verar- : phor- | Phos- |beiteten verar- 
Pref- |beiteten) pyeg- | beiteten| saure ste phor- | preg- | beiteten 
eT Pref- ree" Pref- | siiure- aeeagh | Pref- 
»t'saftes By” “tl saftes B,| mole- | *'saftes B. 
y , o o kiile | . 
S|. | & S | 8&8 ~ gS | 8g 
23] 0,2511 | 0,3233 | 0,2135 | 0,2843 | 0,0722 | 0.0708 | 90 | 0,2646 | 0,3166 
| i] 
24] 0,2963 | 0,4300 | 0,1432 | 0,2917 | 013837 | 0.1485 | 102 0.2815 | 0,4064 & 
25 | 0,3915 | 0,4982 | 0.2692 | 0,3577 | 0,1067 | 0,0885 76 0,3983 | 0),4867 
26} 0,4050 | 0,5008 | 0,3059 | 0,3881 | 0,0958 | 0.0772 | 74 | 0,4165 | 0,4833 
27} 0,2551 | 0,3361 | 0,2956 | 0,3622 | 0.0810 | 0,0666 75 0,2538 | 0,3233 | 
28 | 0,3672 | 0,5069 | 0,1934 | 0,3041 | 0,1897 | 0.1107 73 =| 0,3780 | 0,4961 
| 
! | 
29] 0,3834 | 0,5373 | 0,2103 | 0.3165 | 0,1539 | 0,1062 63 0,3793 | 0,5056 
| 
30] 0,3429 | 0,5130 | 0,1987 | 03144 | 01701 | 0.1157 62 0,3429 | 0,4442 
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‘cm 
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si | 12 | 18 | 14 15 | 16 17 
mit 5. Saure 
| Phosphorsdure | In 100 ccm des |In B, auf - 
| in 100 cem Prefsaftes B, |10 Mole-| "enge 
| kiile |der den 
| des neugebildete | yyyo4- Preh- 
‘ial ‘nach dem | siure |sdften B Bemerkungen 
solor’ | Stehen | Phos- | neuse- zuge- 
verar- | hei 40°| Milch- | bildete | Setzten 
beiteten| verar- | | | phor- | Phos- Bicar- 
Prefi- | beiteten) S@ure | olen phor- | bonat- 
i Pref- : siure- | losung 
jsaftes As! cattes Bg molekiile 
é g. g g g ccm 
0.2166 | 0,2681 | 0,0520 | 0,0515 90 6 Saurebehandlung 30 Minuten 
| bei 25°. 
| 
| 01437 | 0,2687 | 0,1249 | 0,1250 92 6 Siurebehandlung 30 Minuten 
| bei 25°. 
02658 0,3517 | 0,0884 | 0,0859 89 6 Saurebehandlung 30 Minuten 
bei 25°. 
| 0.3073 | 0,3834 | 0,0668 | 0.0761 | 105 6 Sdurebehandlung 30 Minuten 
bei 25°. 
0,2904 | 0,3598 | 0,0695 | 0,0694 92 6 Sdurebehandlung 60 Minuten 
bei 25°. 
0,1609 | 0,2853 | 0,1181 | 0,1244 97 6 Sdurebehandlung 30 Minuten 
bei 25°. Der Anfangswert der 
Phosphorsdure ist 1m Siéure- 
versuch kleiner als im Leer- 
versuch. Analysenfehler. 
0,2140 | 0,3044 | 0,1263 | 0,0904 66 6 Trocken geprefit. Saurebe- 
handlung 30 Minuten bei 25°. 
Siehe auch Hexosephosphat- 
versuch 62, Tabelle 8. 
0,2013 | 0,2753 | 0,1013 | 0,0740 67 6 Nicht ganz trocken gepreft 
Saurebehandlung mit 10 ccm 
N 
ry H,SO, wahrend 30 Minuten 
Siehe auch Versuch 55, Ta- 
belle 5. 
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Tabelle 














af 2 !~atkesé«¢j|s6is}#t|#?tes 9 | 10 
Ohne Sdurevorbehandlung Vorbehandlung | 

Milchsdure Phosphorsaure | In 100 ccm des/In B, auff Milchsaure 

in 100 ccm in 100 ccm Prefsaftes B, pvctor sg in 100 ccm 

; ekiile 
des des neugebildete Milch- des 
Nr.} « nach dem jnachdem | sdure nach dem 
sofort | Stehen | Sort | Stehen | P} neuge- sofort | Sishen 
verar- | hei 40°} Verar- | bei 40°! witch. | °°” | bildete | Vrar- | bei 40° 
beiteten| verar- | beiteten| verar- i phor- | Phos- |beiteten| verar- § 

Pref- |beiteten| preg. | beiteten; Saure wiles phor- | Prep- | beiteten| 
a | Preb- |. a | Preb- saéure- Pref- | 
pores A, saftes B, eins A: saftes B, melee Pore 4, saftes B, 
go} g | g | g g g | Kile g g | 








| | | | | 1 
31] 0,5096 | 0,6520 | 0,2505 | 0,373 | 0,1424 | 0.1268) 75 | 0,5117 | 0,6116 





| | 


32] 0,4442 0,5636  0,2690  0,3804 | 0,1194 | 01114 | 86 | 0,4448 | 0.5353 


33] 0,4732  0,5913 | 0,2674 | 0,3804 | 0,1181 | 0.1180} 88 | 0,4772 | 0,5690 


| 
| 


341 0,3739 | 0,4489 | 0,2933 | 0,3736 | 0,0750 | 00803 | 98 < ” 








| 


35] 0,4536 | 0,5953 | 0,2837 | 0,4010 | 0.1417 | 01173 | 76 | 0,4468 | 0,5764 
| 


| 


36] 0,5063 | 0,6183 | 0,3080 | 0,3974 | 0,1120 | 0,0894 | 73 ie 
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elle fy (Fortsetzung). 

10 if 12 3 | «4 | 6 | 16 | - 

lung | @mit : Saure 

ire Phosphorsaure | In 100 ccm des In B, auf M 

em in 100 ccm Prefisaftes B, | 100 Mo- 8 

ee | lekiile |der den 
des neugebildete | Milch- | Pre6- 

*h dem fort Inachdem | siiure |Sdften B Bemerkungen 

sehen 7°" | Stehen Phos. | Beuge- zuge- 

i 40° Bverar- | bei 40°| Mitch- * | pildete | setzten 

rar- | peteton verar- , phor- | Phos- sane 

iteten | f- ibeiteten| Saure a | phor- | bonat- 

reh- ome A, Preb- Saure | saure- | lésung 

tes B, °S “s\saftes By ‘molekiile 

| | | 

§ @ & | 8&8 g & | g§ | ccm 

moan | | | | 

6116 0.2547 | -0,3767 0,0999 0.1220) 112 | 6 Trocken gepreft. Quarzsand 

| | und Kieselguhr gewogen. Der 
| | zerkleinerle Muskel 15 Mi- 
| | | nuten mit Quarzs ind zerrie- 
| | | ben. Im Muskelprefisaft B 
| | fanden sich wenig mehr Purin- 
| | | kérper als im Muskelpref- 
| | | | saft A. 
| | | | 

5353 780.2748 | 0,3678 | 0,0905 | 0,0930 94 8|=©=66 Saurebehandlung 20 Minuten 
| bei 25°, Wie im vorigen Ver- 
| | | | such geprelt. 

569) [0.2695 | 0,3715 | 0,0918 | 0,1020 102 6 Gewinnung des Prefsaftes 
wie in den vorhergehenden 
| | | Versuchen. Saurevorbehand- 
| | | : lung 30 Minuten bei 25”. 
| | | 

oe - f= — | — | — | 8 Gewinnung des Prefsaftes 
| | | | wie in den vorigen Versuchen. 
| | Siehe auch Hexosephosphor- 
| | | | siureversuch 6% Tabelle 8. 

5764 [D.2864 | 0,3984 | 01296 | 0.1120) 79 | 6 Gewinnung des Prefsaftes 

wie in den vorigen Versuchen, 
jedoch nur 5 Minuten mit 
| Quarzsand gerieben. Siure- 
vorbehandlung 30 Minuten 
| | bei 25 °. 
| 

neal re | - — —_- | — | 11 Pressung trocken. jedoch nur 
5 Minuten mit Quarzsand und 

| Kieselguhr gerieben. 















































26 G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, 
Tabelle 
1] 2 a [| 4} se | © | @ . - ie 
Ohne Saurevorbehandlung Vorbehandlung | 
Milchséure | Phosphorséure | In 100 ccm des in B, auff Milchs&ure 
in 100cem |__ in 100 ccm Prefisaftes B, {100 Mo-| in 100 ccm 
des des neugebildete lekille des 
- | ‘a0 6 Milch- 
Nr.} s inachdem Inach dem | siure nach den 
*| sofort  Stehen | sofort Stehen Phos- | 2euse- sofort Stehen 
verar- | hei 40°; Verar- | hei 40°! Milch- bildete | VeTar- | bei 40° 
beiteten| verar- | beiteten| verar- W phor- | Phos- |[beiteten| verar- 
Prefi- |beiteten| pyep- |beiteten| Saure siure | Phor- | Pref- | beiteten 
saftes A, | Prep. | saftes A Suet sdure- |aftes A Pref 
_ 1 saftes B, ‘'saftes B, | mole- 5'saftes B; 
g | g gi #iji#e is kiile g g 
37 | 0,4063 | 0,4779 | 0,3265 | 0,4016 | 0,0716 | 0,0751 96 -- _ 
3g | 9.4090 | 6 4914 | 92964 | 9 3667 | 0.0888 |0,0708| 7 | — ™ 
0,4063 0,2954 
| 0,5009 | 0,3376 : 
39] 0.4165 0,5204 0,2394 0.3382 0,0941  0,0985 96 — ~ 
40} 0,2086 | 0,2963 | 0,2129 | 0,3176 | 0.0877 |0,1047 | 109 0,2140 | 0,2990 
41} 0,4475 | 0,5434 | 0,2336 | 0,3440 | 00959 | 0,1104 | 106 — — 
42] 0,4921 | 0,5690 | 0,3191 | 0,3646 | 0,0769 | 0,0455 54 0,4597 | 0,5636 
43} 0,3571 | 0,4705 | 0,1913 | 0,3144 | 0.1184 | 0.1231 | 100 _ _ 
| 
44] 0,3679 | 0,4664 | 0,1707 | 0.3091 | 0,0985 | 0.1384 | 130 -- “ 









































belle 





ach dem 
stehen 
ei 40° 
verar- 
eiteten 
Pref- 
uftes B 


uy 
© 


0,290 


05636 
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(Fortsetzung). 

1 | 12 | 18 4 | 15 | 416 i. ees 

mit : Saure 

Phosphorsiure | In 100 ccm des |In B, auf, M 

} ‘ Co 

in 100 ccm Prefisaftes B, | 100 Mo- d ie = 
bildete | lekille | Ooh. 

des neugebi | Milch- Pref- 

_— inachdem | siiure |Saften B Bemerkungen 

soror' | Stehen Phos- | Beuge- zuge- 

verar- | hei 40°| wilch- | bildete | Setzten 

beiteten| verar- | | phor- | Phos- — 

Prefi- |beiteten; Saure ‘ | phor- | 2onat- 

“" Pref- Saure | saiure- | l6sung 

altes As) attes Bg ' molekiile 

§ 8 8 - | g ccm 

| 

~ — —- | — — 6 Trocken geprefit, 10 Minuten 
mit Quarzsand gerieben. 

- — — — — 8 Pressung wie im vorigen 
Versuch. Die untereinander- 
stehenden Zahlen entsprechen 
Doppelbestimmungen. 

— — — — 6 Prefsaftgewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. Siehe 
auch Inosinséureversuche 58 

| Tabelle 6. 

02145 | 0,3223 |0,0850 |0,1078 | 115 6 Prefisaftgewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. Séure- 
vorbehandlung 30 Minuten 
bei 25°. 

- _ a oo = 6 Prefisaftgewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. 

03049 | 0,3678 | 0,1039 | 0,0629 56 10 Prefisafigewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. Saure- 
behandlung 30 Minuten bei 
25°. Siehe auch Hexosephos- 
phatversuch 64, Tabelle 8. 

- ee - -- — 10 Prefisaftgewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. Siehe 
auch Versuch 59, Tabelle 7 
mit Phytin und Versuch 65, 
Tabelle 8 mit Hexosephosphat. 

— — — — — 6 Prefisaftgewinnung wie in 
den vorigen Versuchen. Siehe 
auch Hexosephosphatversuch 
66, Tabelle &. 






















































































28 G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, 
Tabelle 
172 /] 8 4 | 56 | 6 | 7 [| 8 | 9 | | 
Ohne Siéurevorbehandlung Vorbehandlung | 
Milchsiure | Phosphorséure | In 100 ccm des In B, auff Milchsaure 
in 100 ccm in 100 ccm Prefsaftes B, — in 100 ccm 
des des neugebildete Milch. des | 
Nr! c inachdem) ‘nach dem | saure , nachdem 
| sofort | Stehen sofort Stehen Phos- | neuge- sofort Stehen 
verar- | bei 40°) Verar- | bei 40°) wiich- ' bildete | VETAT- | hei 40° 
beiteten| verar- | beiteten| verar- ie | phor- | Phos- }beiteten| verar- | 
Prefi- |beiteten| prep. |beiteten| Saure |. phor- | preg- | beiteten 
a : A | Pref- salina Pref- Saure | sdure- re A Prefi- 
—— 'saftes B, ‘isaftes B, | mole- [Shes 5'saftes B, 
g | g g . | * \¢@ kiile g g 
| | | 
451 0,4799 | 0,5751 | 0,2362 | 0,3218 | 0,0952 | 0,0856 83 — me 
| 
[- = 
46 | 0,4199 | 0.5198 | 0,2499 | 0,3583 | 0,0999 |0,1084 | 100 we - 
| | 
| | 
| | 
47 | 0,2599 | 0,3436 | 0,2045 | 0,3044 | 0,0837 | 0,0999 | 110 — ~- 
| | 
| 
48] 0,3145 | 0,4306 | 0,1585 | 0,2748 | 0,1161 |0,1163 | 92 wn - | 
| | 
| | 
49 | 0,3982 | 0,5373 | 0,2092 | 0,3382 | 0,1391 | 0,1290 85 — — | 
| | 
| | 
| 0,5359 | 9 ona, | 0,3614 | 0,0715 | 0,0850 | 109 | 
50| 0,4644 | 0,2764 |) — ~ | 
| 0.5528 | | 0.8646 | 0,0884 | 0,0882 | 92 
| 
51] 0,8145 | 0,3989 | 0,2552 | 0,3382 | 0,0844 | 0,0830 90 — - 
| | 
| | | 
52] 0,3267 | 0,4388 | 0,2468 | 0,3646 | 0,1121 |0,1178 | 96 — — | 
| | | 
P| | 











e lle 4 | Fortsetzung). 


10 


lung § 


re 
“mM 


‘hdem 
ehen 
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ref\- 

tes B, 
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11 | 12 13 | 14 | 15 | 16 17 
mit Saure 
Phosphorsaure ‘In 100 ccm des |In B, aut’ Meng 
100 Mo-| “enge 
in 100ccm_ | Prefisaftes Bs lekiile | der den 
des neugebildete Milch- | Preb- 
_— nach dem) | siure |Ssdften B Bemerkungen 
soror" | Stehen | Phos- | meuse- | 72U8e 
verar- | bei 40° Milch- | 'OS~ | bildete | Setzten 
beiteten} verar- | | | phor- | Phos- ee 
g. |beiteten; **4re | | phor- | 0nat 
™ A. Pref- | , Saure | siure- | lésung 
saftes 3'saftes Bs | molekiile 
, | ¢ |) 6} & | 4 g 
om — — — — 6 Trockenpressung. Siehe auch 
Versuch 56, Tabelle V_ mit 
Thyminsaure. 
~_ — — = — 6 Trockenpressung. Siehe auch 
Hexosephosphatversuch — 67, 
| Tabelle 8. 
- | = = -— — 6 Trockenpressung. 
| | 
— | —- | = ~~ — 8 Trockenpressung. 
| | 
| 
| | | | 
nn a ee oe — 10 Trockenpressung. 
| | 
sea 7~ |) = 10 Trockenpressung, 
| | 
| 
| 
- | = —- | = _ 10 Trockenpressung. 
| | 
| 
| | 
- | = —- | — — 10 
| | | 
| | | | 











30 G. Embden, W. Griesbach und E. Schmitz, 


nur einmal (Versuch 44) war tiberwiegende Phosphorsiiure- 
bildung vorhanden. 

Als Gesamtergebnis der in Tabelle IV zusammengestellten 
Versuche diirfen wir demnach bezeichnen, da es unter den 
oben geschilderten Versuchsbedingungen bei kurzdauerndem 
Stehen von Prefsaft aus Hundemuskulatur in der tiberwiegen- 
den Mehrzahl der Fille annihernd aiquimolekulare Mengen von 
Milchsiiure und Phosphorsiiure gebildet wurden. 

Die Versuche sind umso beweisender, als der Umfang 
der Milchséiure- und Phosphorséurebildung von Fall zu Fall 
recht verschieden war. 

Die auf Grund unserer ersten, in Tabelle I aufgefiihrten 
Versuche, ausgesprochene Vermutung, dafi das Lactacidogen 
eine organische Phosphorverbindung sei, die durch Muskel- 
prefsaft unter Bildung &quimolarer Mengen Milchsaéure und 
Phosphorsiiure (und vielleicht unter Freiwerden noch anderer 
Substanzen) gespalten werden kénnen, gewann also durch die 
eben besprochene fortlaufende Reihe von 38 Versuchen auBer- 
ordentlich an Wahrscheinlichkeit. 

Der Aufgabe, die chemische Natur dieser Substanz 
aufzukliiren, suchten wir in verschiedener Weise niher 
zu treten. 

Wir gingen zuniichst der Vorstellung nach, daf das 
Lactacidogenmolekiil Milchsiiure und Phosphorsdure enthielte, 
und wir versuchten daher aus frischen Prefbsaften resp. aus 
nach Schenck gewonnenen Prefsaftfiltraten nach erschépfen- 
der Extraktion der priiformierten Milchsiiure, durch Spaltung 
mit verdiinnter Schwefelsiiure und mit verdiinnter Phosphor- 
siiure, Milchsiiure zu gewinnen. Es konnte auf diese Weise 
keine Spur Milchsiiure aus Prefsaftfiltraten abgespalten werden, 
trotzdem, wie bereits hier erwihnt sei, das Lactacidogen sicher 
in die PreSsaftfiltrate tibergeht. 

Dennoch unterzogen wir auch die Mdéglichkeit, daf das 
Lactacidogen eine phosphatidartige Verbindung sei, in der 
Milchsiiure und Phosphorsiéure in ahnlicher Weise verbunden 
wiiren, wie Fettsiiure und Phosphorséure im Lecithin, d. h. 
durch Vermittlung eines Glycerinmolekiils, einer Prifung. 
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In zwei Versuchen waren von vornherein nur Spuren 
Glycerin vorhanden, und auch beim Stehen des Muskelpreb- 
saftes unter den zu Milchséure und Phosphorsaure fiihrenden 
Bedingungen konnte keine oder doch keine merkliche Glycerin- 
bildung festgestellt werden. ') 

Weiterhin bemiihten wir uns, das Lactacidogen aus dem 
Prefsaft zu isolieren. Diese noch keineswegs abgeschlossenen 
Isolierungsversuche sind in einer nachfolgenden Arbeit von 
Embden und Laquer niedergelegt. 

SehblieBlich suchten wir auch festzustellen, ob etwa eine 
der bekannten organischen Phosphorverbindnngen des ‘Tier- 
kérpers in Milchsiiure und Phosphorsaure zerlegt werde. 

In erster Linie konnten hier verschiedene Nucleinsiuren 
und Nucleinséiurederivate in Betracht kommen. 

Tabelle 5 enthalt einige Versuche, die wir unter Zusatz 
der Natronsalze von Thymonucleinsiure, Hefenucleinséure und 
Thyminsaure anstellten. 

In Versuch 53 ist nur die Milchsiure nach 80 Minuten 
langem Stehen des Prefsaftes unter den bekannten Versuchs- 
bedingungen bestimmt. 

Aus den Kolonnen 3, 9 und 15 geht hervor, dab der 
Milchsiuregehalt der PreBsifte am Schlusse des Versuchs durch 
den Zusatz von Thymonucleinséiure und von Thyminsaure nicht 
oder nicht merklich veréndert wurde. 

In Versuch 54 wurde die Milchséure sofort und nach 
dem Stehen des Prefisaftes unter Zusatz von hefenucleinsaurem 
und thyminsaurem Natrium bestimmt. Auch hier zeigt sich 
keine auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmungen gelegene 
BeeinfluBung der Milchséurebildung durch die genannte Sub- 
stanzen. 

Versuch 55 zeigt, daB Zusatz von thymonnucleinsaurem 
Natrium weder den Umfang der Milchséurebildung beeinfluft, 
noch zu vermehrter Phosphorsdure fiihrt. 


') Bei den Glycerinbestimmungen verfuhren wir genau in der von 
Embden, Schmitz und Baldes (Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 174, 
1912) geschilderten Weise. 
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: a een sinners ita ee 
l | 
Milchsiure | Phosphor- | eibaeeie | Phosphor- | | 
’ saure | In 100 ccm saure | In 100 
palette sual in 100 ccm | a oem in 100 ccm | 7 
des | des | des des | des des if 
nach | ' nach | Prefisaftes B, ' nach | | nach | 'Prefsattes B, 
Nr. sofort) dem | sofort! dem | rn sofort | dem inuueal dem | isa 
ver- Stehen) ver- Stehen) ~~~? ver- |Stehen ver- Stehen pe 
arbei- bei 40° aybei- bei 40° arbei- bei 40° | arbei- | bei 40° 
teten | ver _| teten — | -Phos- teten | | _ teten | ver. | _ Phos- 
; carb arbei- | Milch-| | arbei- ‘arbei-| Milch-_ 
Pref- | teten | Preb- | teten | | | phor- Pref- | teten 'Pref- | teten | | phor- 
saftes | | Prefi- | saftes | Preb- | sire | | saftes , Prefi- | saltes | PreB- | siure| . 
A, |saftes; a, | saftes | _ sdure A, js ftes, a | saftes | | Saure 
| B, = | | B, | 7 | B, 
g | 8g & | & | & | 8 gg}; si|] si g g g 
| | | | | 
| 0, £921 | | | | 
53] — --= —- | — — — |04961) — | — — — 
‘0, 5076 
| | 
| | 
| | | | | | 
54 | 0,4657) 0.6561] — - (0,1904 — |0,4617)/0,6655 — | — | 0,2038 
| | | | 
| | | | | 
| | | | | 
| | | | | 
| | 
| | “ 
55 10,3429) 0.5130] 0,1987, 0, —_ 0, 1701 0,1157] 0.3456) 0.5225) 0,2055) 0,3207) 0.1769 0.1152 
| | 
| | 
| | 
| P| 
| | | | 
| | | | 
| 
56 10,4799 0,5751| 0.2362. 0.3218 0,0952) 0.0856] — _ — — —{|- 
| | 
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| 1] Milchsiiure | Phosphor- | 
) it siure ' 
em | | in 100 com | in 400 com | oe 
| : des des | des 
s B, nach — | nach | Prefisaftes B, 
- fsofort’ dem | S0lort) dem | : B c 
Jete # | = >Use emerkungen 
is ver- Stehen} ver- |Stehen neugebildete : 
arbei- bei 40°) arbei- bei 40°) | 
hos- teton | YOO" | totem | S| Phos- 
“4 arbei- p 6 arbei- | Milch-| 
hor-{ @Pref- teten | Freb- | teten | _ phor- 
__ “@saftes Pref- | saftes | Pref- | siure | _.. 
aure A. saftes| A, | saftes | SaUee 
Bs Bs | 
g ¢ ie; 8 g | 8 
| | | 
0.5143 Dauer des Stehens der Prefsifte bei 40° 
7 05103) — | — | — ]|80 Minuten. Fiir jeden Einzelversuch 80 ecm 
— | | Prefisaft. Bicarbonatzusatz je 6 ccm. Zu den 
i | | Prefsaiften A, und B, je 0,375 g mit Natron- 
| | lauge neutralisierter Thymonucleinséure. Zu A, 
| | und B, je 0,375 g mit Natronlauge neutrali- 
sierter Thyminséure in 15 cem Wasser. 
| | | y 
| | 
0.4630 0,6601} — — |0,1971; — Dauer des Stehens der Prefiséfte bei 40° — 
| 2 Stunden. Fiir jeden Einzelversuch 80 ecm 
| | Prefisaft. Bicarbonatzusatz: 10 cem. Zu den 
Versuchen A, und B, gleiche Mengen (je ca. 
| 0,24 g) mit Natronlauge neutralisierter Hefe- 
nucleinsiiure, zu A, und B, ca. die gleiche 
Menge neutralisierter Thyminsiure. 
12g -— | — — — _ ~ Dauer des Stehens der Prefisifte bei 40° = 
2 Stunden. Fiir jeden Einzelversuch 80 ccm 
Prefsaft. Bicarbonatzusatz 6ccm. Zu den Ver- 
| suchen A, und B, die gleichen Mengen mit 
| | Natronlauge neutralisierter Thymonucleinsaure. 
| Angabe der Menge fehlt. Der Leerversuch wurde 
bereits als Versuch 30 der Tabelle 4 wieder- 
| gegeben. 
? 
— $4547 0.5710) 0,2431) 0,3244 0.0863 0.0813] Zu den Versuchen A, und B, je 0,4 g mit 
| | | Natronlauge neutralisierter Thyminsiure. Der 
| Leerversuch wurde bereits als Versuch 45 der 
| | | Tabelle 4 wiedergegeben. Dauer des Stehens 
| bei 40° = 2 Stunden. 80 ccm Prefsaft fiir 
| | jeden Einzelversuch. Bicarbonatzusatz 6 ccm. 
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Daf Muskelplasma thymonnucleinsaures Natrium nicht 
zu spalten vermag, geht tbrigens bereits aus den Ver- 
suchen hervor, die Fritz Sachs!) unter Kossels Leitung 
anstellte. 

Versuch 56 zeigt, da®B auch Thyminsiure weder den 
Umfang der Milchséiurebildung noch den der Phosphorsiure- 
bildung im Muskelprefsaft beeinfluBt. 

Zwei weitere Versuche wurden unter Zusatz der fiir den 
Muskel charakteristischen Nucleinsaéure, der Inosinséure, in 
Form ihres Natriumsalzes angestellt. 

In Versuch 57 wurden nur Milchséurebestimmungen, in 
Versuch 58 Milchsiiure- und Phosphorsaéurebestimmungen aus- 
gefiihrt. Die scheinbare, geringfiigige Steigerung der Milch- 
siurebildung unter dem EinfluB des Inosinséuresatzes in beiden 
Versuchen berechnet sich aus Titrationsunterschieden die in- 
nerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung liegen.?) Auch 
Phosphorsiiure wurde aus der I[nosinséure nicht abgespalten 
(Versuch 58). 

Die entgegenstehenden Beobachtungen von Levene und 
Medigreceanu’) sind wohl durch den Unterschied in der 
angewandten Versuchstechnik bedingt. 

Ebensowenig wie den bisher genannten Substanzen kommt 
dem Phytin, dessen Vorkommen auch im tierischen Organismus 
durch die Untersuchungen Starkensteins*) recht wahr- 
scheinlich geworden ist, ein merklicher Einflu®{ auf die Milch- 





') Sachs, Fr., Uber die Nuclease. Diese Zeitschr., Bd. 46, 19085, 


*) In Versuch 47 wurden bei der Titration der beiden B-Bestim- 
mungen ohne Zusatz 41,7 ccm resp. 42,1 ccm /:0-Jodlésung gebunden, 
in den beiden entsprechenden Bestimmungen mit Zusatz von Inosinsdure 
42,8 ccm resp. 43,2 ccm. 

In Versuch 58 betriigt der Titrationsunterschied zwischen derjenigen 
B-Bestimmung ohne Zusatz, die den hdheren Wert lieferte und derjenigen 
unter Zusatz von Inosinséure 0,85 ccm. 

*) Levene und Medigreceanu. On nucleases. Journ. of biol. che- 
michy, Bd. 9, S. 65, 1911. 

*) Starkenstein, Die biologische Bedeutung der Inositphosphor- 
siiure. Bioch. Zeitschr., Bd. 30, S. 56, 1911. 
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siure- und Phosphorséurebildung im Muskelprefsaft zu. (Siehe 
Tabelle 7, Versuche 59 und 60)'). 

Wir erinnerten uns nunmehr einer neueren Entdeckung 
aus dem Gebiete der Hefephysiologie. 

Bekanntlich hat Iwanoff?) zuerst den Nachweis gefiihrt, 
dafi es bei der Giirung von Zucker unter Zusatz von Alkali- 
phosphat unter der schon friiher von Wroblewski*) beob- 
achteten Beschleunigung der Hefegérung zur Bildung einer 
organischen Phosphorsiiureverbindung kommt. 

Harden and Young‘) machten in demselben Jahre die 
gleiche Entdeckung. 

Es gelang zuerst Iwanoff,®) diese Phosphorséureverbin- 
dung, die er fiir eine Triosephosphorsiure hielt, in Form ihres 
Kupfersalzes rein darzustellen. 

Die Darstellungsmethode wurde sehr wesentlich durch 
Young®) verbessert. 

v. Lebedew’) sprach zuerst die Ansicht aus, da es 
sich um eine Hexosephosphorsiéure handele; er glaubte auf 
Grund seiner Analysen des Phenylhydrazinsalzes eines Hexo- 
phosphorsiiureosazons, dal in der Hexosephosphorsiéure an 
ein Hexosemolekiil ein Phosphorséuremolekiil gebunden sei. 
Young®*) fiihrte dann den endgiiltigen Nachweis, dafi es sich 
um eine Hexosediphosphorséure handelte. (Bei der Darstellung 
des ebengenannten Hexosephosphorsiiureosazons kommt es 
zur Abspaltung der einen Phosphorsaure). 

') Fir die freundliche Uberlassung eines reinen Priiparats von 
Phytinnatrium (es war nach Angabe der Fabrik nur durch geringe Spuren 
Kisen verunreinigt) sind wir der Gesellschaft fiir chemische Industrie in 
Basel zu grofem Dank verpflichtet. 

*) Iwanoff, Trav. Soc. des Naturalistes, St. Petersburg, Bd. 34, 1908. 

3) Wroblewski, Journal f. prakt. Chem., Bd. 64, S. 1, 1901. (Siehe 
auch Buchner, «<Zymasegirung», 1903, S. 140). 

‘) Harden and Young, Proc. Chem. Soc., Bd. 21, S. 189, 1905. 

‘) Iwanoff, Diese Zeitschr., Bd. 50, S. 281, 1907. 

") Young, Proc. Chem. Soc. 1907, 5S. 65, Proc. Royal Soc. 1909, 
S. 528, Bd. 81. 

") von Lebedew, A., Biochem. Zeitschr., Bd. 20, S. 114, 1909, 
Bd. 28, S. 213, 1910. 

8) Young, W. J., Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 188, 1911. 
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Die Hexosediphosphorséure wird von den genannten Au- 
toren als ein normales intermediiéres Produkt bei der Alkohol- 
giirung des Zuckers betrachtet, wenn auch die Vorstellungen 
iiber die Rolle desselben im einzeinen noch voneinander ab- 
weichen. 

Dafiir, daB Hexosephosphorsdure auch ein Zwischenprodukt 
beim Abbau der Hexose im tierischen Organismus ist, wurden 
sichere Anhaltspunkte bisher nicht gewonnen. 

Wohl wurde dieser Gedanke verschiedentlich geéuBert, 
so von Rona und Doblin!) und von Euler und Yngve 
Funke.?) Die letzteren Autoren fanden auch, daf nach der 
Verabreichung von Calciumhexosephosphat per os an Kaninchen 
die in dem Kohlenhydratester zugefiihrte Phosphorsdéure groBten- 
teils in anorganischer Form ausgeschieden wird, und daf der 
Glycerinextrakt frischer Kaninchendarmschleimhaut aus Hexose- 
phosphat Phosphorséure abspaltet. Glycerinextrakt aus der 
Darmschleimhaut des Schweines zeigte nach weiteren Ver- 
suchen H. Eulers*) das gleiche Verhalten und ebenso auch 
ein Wasserextrakt aus Pferdeniere. 

Wir haben es im vorstehenden hoéchst wahrscheinlich 
gemacht, daf sich im Muskel eine Substanz findet, die durch 
Muskelprefsaft, also wohl sicher auf fermentativem Wege unter 
Bildung &quimolarer Mengen Milchséure und Phosphorsaure 
zerlegt wird. Wenn im Molekiil der Hexosephosphorsaéure zwei 
Phosphorsiuren an eine Hexose gebunden sind, so kénnten, die 
Bildung von zwei Milchséuremolekiilen aus einer Hexose voraus- 
gesetzt, beim Abbau der Hexosephosphorséure sehr wohl Aqui- 
molekulare Phosphorséure- und Milchsaéure-Mengen entstehen. 

Fiir unsere Prefsaftversuche unter Zusatz von Hexose- 
phosphorséure, zu deren Besprechung wir nunmehr tibergehen, 
stellten wir Baryumhexosephosphat nach den Angaben von 
Young*) unter Verwendung von Trockenhefe nach v. Lebe- 

‘) Rona, P. und Déblin, Biochem. Zeitschr., Bd. 32, S. 504, 1911. 

?) Euler, Hans und Funke, Yngve. Uber die Spaltung der 
Kohlenhydratphosphorsdureester. Diese Zeitschr., Bd. 77, S. 488, 1912. 

°) Euler, H., Verhalten der Kohlenhydratphosphorsdiureester im 


Tierkérper. Diese Zeitschr., Bd. 79, 5. 375, 1912. 
*) Young, l.c., 5. 178. 
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dew!) dar. Ein Teil der Praparate war noch mit wenig Baryum- 
phosphat verunreinigt. 

Das Bariumhexosephosphat (wir gingen in allen Versuchen 
von etwa 1,2 g aus) wurde unmittelbar vor dem Versuch durch 
Verreiben mit der berechneten oder etwas mehr als der be- 
rechneten Menge n/2 Schwefelsiiure zerlegt, das Bariumsulfat 
durch Zentrifugieren entfernt und der klare (nétigenfalls fil- 
trierte) AbguB mit soviel verdiinnter Natronlauge versetzt, dab 
blaues Lackmuspapier gerade nicht mehr gerétet wurde. Gleiche 
Mengen der so gewonnenen Lésung (je annihernd die Hiilfte) 
wurden einem Prefisaftanteil A und B hinzugefiigt (dem ersteren 
erst nach Zusatz der Fallungssalzsiure) und die Zusatzver- 
suche wie in allen friiheren Fallen mit entsprechenden Leer- 
versuchen verglichen. | 

In Tabelle 8 sind 7 derartige Versuche zusainmengestellt. 

Vergleicht man die Kolonnen 6 und 7 (Milchséure- und 
Phosphorsdurebildung ohne Hexosephosphat) mit den Kolonnen 
12 und 13 (Milchsiure- und Phosphorsaurebildung unter Hexo- 
sephosphatzusatz), so sieht man, da in allen Fallen unter 
dem Einflusse der Hexophosphorsdure eine sehr deutliche Mehr- 
bildung von Milchsiéure und Phosphorsaure eingetreten ist. 
Uberall ist diese Mehrbildung auferhalb der Bestimmungs- 
fehler gelegen und erreicht in einem Teil der Versuche ganz 
erhebliche Werte. 

Das geht ohne weiteres aus den Kolonnen 14 und 15 
hervor, in denen die durch den Zusatz der Hexosephosphor- 
siure verursachte Mehrbildung von Milchséure und Phosphor- 
sdure berechnet ist. 

Aus diesen Kolonnen ersieht man auch, dal} in der Mehr- 
zahl der Fille (Versuche 61, 62, 63, 67) die Menge der durch 
Hexosephosphorsiiurezusatz gebildeten Phosphorséiure die der 
Milchséure weit iiberwiegt.?) 

Zugesetzte Hexosephosphorsaure vermag also als einzige 
von allen bisher untersuchten Substanzen — einschlieflich 





') Die Trockenhefe wurde von Schroder in Miinchen bezogen. 
*) In Versuch 66, wo das Umgekehrte der Fall ist, diirfte wohl ein 
Bestimmungsfehler vorliegen. 
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Ta 
1472 ;] 38 [| «4 | 5 | 6 {| 7 . 9 
Ohne Hexosephosphat Mit 
Milchsdure | - Phosphorsaure | 7 Milchsiiure 
in 100 ccm | in 100 cem | In 100 ccm des in 100 ccm 
des | des Prefisaftes B des 
nach dem | nach dem | nach dem. 
Nr. sofort | pechice | sofort eeibans | neugebildete sofort: Stehen 
verarbei-|} pei 40° | Verarbei-| pej 40° verarbel-| pej 40) 
teten | verarbei- | teten | verarbei- | Milch- 'Phosphor- teten | verarbei- 
Prefsaftes. teten Prefsaftes| teten | Prefisaftes| 'elen | 
A wer ites) ‘ one sie siiure siiure A, en ' 
| | 1 | 
g : i -« g | g8 g g g @ 
| | | 
| | 
61 | 0.2930  0,3672 | 0,2029 | 0,27382 | 0,0742 | 0,0703 | 0,2909 | 0,4063 
| ; 
62 | 0,3834 | 0.5373 | 0,2103 | 0,3165 | 0,1539 | 0,1062 | 0,3712 | 0.5886 
| 
| | 
63 0,3739 0,4489 | 0,2933 | 0,3736 | 0,0750 | 0,0803 0,3726 0,5231 
| | | 
| | | 
64 04921 | 0,5690 | 0,3191 | 0,3646 | 0,0769 | 0,0455 0,4786 0,624 
4 
65 0,3571 0,4705 | 0,1913 0.3144 | 01134 | 0,1231 0,3611 0,5042 
| | 
| 
66 | 0,3679 | 0,4664 | 0,1707 | 0,3091 | 0,0985 | 0,1384 0.3773 | 0,5170 
| 
67 0,4199 0.5198 | * 0.2499 0.3583 | 0,0999 | 0.1084 (0),4266 0,5501 
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Tafbelle 8. 
— — TS LS 
9 10 11 12 13 14 15 16 
Mit Hexosephosphat 
re Phosp ho rsiure | _ 
m in 100 cem | In 100 ccm Aus 
| Hexosephosphat 
des | des Prefisaftes B, |. 100 PreBsaf! 
ndenf# .., (nach dem in 100 ccm Prebsa eae ee 
shen sofort | Stehen | neugebildete re Beme rkungen 
| 40 Hgverarbel-| pbej 40° | ™ 
irbei-@ teten | verarbel-| Milch- Phosphor-) Milch- |Phosphor- 
‘ten FiPrefsaftes| teten | | 
saftey Prefsaftes|  siure siure | siure siiure 
B, é 7 | B, | | | 
gs Be | 8 g g | 
| | 
1063 02275 | 00,8754 | 01154 01479 | 00412 | 0,0776 Der Leerversuch wurde 
| | | bereits als Versuch 21 der 
| | | Tabelle 4 aufgefiihrt. 
| | | 
atald 0.2378 | 04370 | 0.2174 | 0.1992 | 0,0635 | 0,0930 Der Leerversuch wurde 
| | bereits als Versuch 29 der 
| | Tabelle 4 aufgefiihrt. 
| | | 
0231 02970 | 0,4882 | 0,1505 01912 | 0,0755 | 01109 Der Leerversuch wurde 
bereits als Versuch 34 der 
| Tabelle 4 aufgefiihrt. 
5244 03107 | 0,4222 | 01458 | 01115 | 0.0689 | 0,0660 Der Leerversuch wurde 
bereits als Versuch 42 der 
| Tabelle 4 aufgefihrt. 
1042 fehlt 0,3530 0.1431 —- 0,0297 | -- Der Leerversuch wurde 
bereits als Versuch 43 der 
| Tabelle 4 und Versuch 59 
| | der Tabelle 7 aufgefiihrt. 
170 91749 | 0.3398 | 0,1397 0,1649 0,0412 | 0,0265 Der Leerversuch wurde 
| | bereits als Versuch 44 der 
Tabelle 4 aufgefihrt. 
L. | | 
9301 0.2568 | 0,4122 | 01235  0,1554 | 0,0236 | 0,0470 Der Leerversuch wurde 
| | | bereits als Versuch 46 der 
| | Tabelle 4 aufgefiihrt. 
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Traubenzucker und Glykogen — die Milchsiurebildung im 
Muskelprefsaft zu steigern. 

Wir halten es fiir unzweifelhaft, daf als die Quelle der 
mehrgebildeten Milchséure der Kohlehydratkomplex des Hexo- 
sephosphorsiuremolekiils anzusehen ist. 

Wiirde bei der Spaltung des Hexosephosphorsiéuremolekils 
der Hexosekomplex quantitativ in Milchséure umgewandelt, so 
miiBten fquimolekulare Mengen Milchséure und Phosphorsaure 
entstehen. 

Dab dies nicht der Fall ist, sondern dafi in der Regel 
die Bildung von Phosphorsaéure tiberwiegt, diirfte wohl darauf 
hindeuten, dafi Hexosephosphorsaéure und Lactacidogen nicht 
einfach identisch sind, wofiir wir auch auf einem anderen 
Wege als dem hier beschrittenen gewichtige Anhaltspunkte 
gewonnen haben. 

Wohl aber glauben wir, da’ durch die Beobachtung, 
dafii der Muskelprefsaft unter gewissen Versuchsbedingungen 
iiquimolekulare Mengen Milchséure und Phosphorsiéure bildet, 
im Zusammenhalt mit der Tatsache, dafi Hexosephosphorsdéure 
als einzige von allen untersuchten Substanzen den Umfang 
dieser Milchsiéure- und Phosphorsaurebildung steigert, es 4uBerst 
wahrscheinlich wird, daf auch das Lactacidogen als eine 
Kohlenhydratphosphorséure anzusehen ist, oder doch in seinem 
Molekiil einen Kohlenhydratphosphorsiurekomplex enthalt. 

Diese Vorstellung gewinnt durch unsere in einer nach- 
stehenden Arbeit zu schildernden Versuche, das Lactacidogen 
zu isolieren, ganz erheblich an Wahrscheinlichkeit. 


Welche biologische Bedeutung dem Lactacidogen zu- 
kommt, wird sich besser als es im Anschlu8B an die in der 
vorliegenden Untersuchung mitgeteilten Tatsachen médglich ist, 
nach Kenntnis des in einigen nachfolgenden Arbeiten nieder- 
gelegten Materials erodrtern lassen. 

Vorgreifend méchten wir nur erwéhnen, daf wir das 
Vorkommen von Lactacidogen bisher ausschlieBlich in der 
Muskulatur beobachtet haben und dai insoweit die Annahme 
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einer besonderen Bedeutung des Lactacidogens gerade fiir die 
Muskeltatigkeit durchaus mit den beobachteten Tatsachen ver- 
einbar ist. 

Bereits gelegentlich unserer friiheren Untersuchungen tiber 
die Milchsdurebildung im Muskelprefsaft!) haben wir daran 
erinnert, dafi nach der Anschauung verschiedener Autoren 
einer bestimmt lokalisierten Milchséureproduktion innerhalb 
des Muskelgewebes eine auferordentliche Bedeutung fiir die 
Auslésung der Muskelkontraktion zukommt und dab das Lacta- 
cidogen gerade bei der raschen Produktion von Milchsaure, 
wie wir sie annehmen miissen, falls die Muskelverkiirzung tiber- 
haupt durch Siéiuerung bedingt sein soll, eine wichtige Rolle 
spielen diirfte. 

Hierbei mag zunichst die Frage uneroértert bleiben, ob 
das Lactacidogen als eigentliche Verkiirzungssubstanz anzu- 
sehen ist, d. h. ob die aus ihm gebildeten Sauren «die kon- 
traktilen Elemente des Muskels direkt ohne Vermittelung eines 
Erregungsprozesses zur Kontraktion bringen» oder ob die sauren 
Spaltprodukte des Lactacidogens lediglich als Reize wirken, 
d. h. erst durch Vermittlung neuer Vorgange im Muskel die 
Kontraktion ausldsen (Schwenker)?), 

Auf Grund der im Vorstehenden mitgeteilten Tatsachen 
darf man es als sehr wabhrscheinlich ansehen, da die an- 
scheinend jeder Muskelverktirzung vorausgehende Steigerung 
des Wasserstoffionengehalts bestimmter Muskelelemente nicht 
nur durch das Auftreten der Milchsiure, sondern auch durch 
das Freiwerden saurer Valenzen der Phosphorsiaure bedingt 
ist. Gerade hierdurch kénnte es wohl leichter zu einer stiirkeren 
Steigerung des Wasserstoffionengehaltes kommen, als durch 
Milchsaéureproduktion allein. 

Aus einem Lactacidogenmolekiil kénnten durch Muskel- 
fermente dhnlich, wie es bei der Hexosephosphorsaure sicher 





’) Embden, Kalberlah und Engel, l.c., S. 61. Kura Kondo, 
l.c., S. 80. 

*) Schwenker, G., Uber Dauerverkiirzung quergestreifter Muskel, 
hervorgerufen durch chemische Substanzen. Pfliigers Archiv f. d. ges. 
Physiol., Bd. 157, S. 372, 1914. 
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der Fall ist, zwei Molektile Milchsaure und daneben zwei 
(vorher esterartig an Hexose gebundene) saure Valenzen der 
Phosphorsiure freiwerden. 

Gelegentlich unserer friiheren Untersuchungen tiber die 
Milchsiiurebildung im Muskelprefsaft haben wir die Anschauung 
ausgesprochen, dali die Substanz, die durch fermentative Vor- 
giinge im Muskelprefsaft Milchséure bildet, nicht einfach 
Kohlenhydrat ist, sondern dafi wir eben ein besonderes Lacta- 
cidogen annehmen miissen. 

Die letztere Annahme wird durch die vorstehenden Unter- 
suchungen durchaus bestatigt, aber allem Anscheine nach ist 
das Lactacidogen selbst als eine Kohlenhydratverbindung an- 
zusehen, und auf das engste mit dem Kohlenhydratabbau im 
Muskel verbunden. 

Die oben geschilderten Versuche sprechen dafiir, dah 
der Kohlenhydratabbau im Muskel ebenso wie derjenige durch 
Hefe beginnt mit einer synthetischen Anlagerung des Kohlen- 
hydrats an Phosphorsaure oder doch an einen phosphorsaure- 
haltigen organischen Komplex.') 

Wenn dem Muskelprefsaft zugesetztes Kohlenhydrat nicht 
zu Milchsiure abgebaut wird, wohl aber das in ihm vorhan- 
dene Lactacidogen und ihm zugesetztes Hexosephosphat unter 
Milchséiure- nnd Phosphorsaurebildung zerfallen, so ist das 
vielleicht so zu deuten, daB der Muskelprebsaft wohl noch die 
Fihigkeit hat, priformiertes Lactacidogen abzubauen, nicht 
aber das Vermégen Kohlenhydrat und den Phosphorsaure- 
komplex zu Lactacidogen zu synthetisieren. 

Vielleicht ist aber auch das Uberwiegen der Milchséure- 
bildung tiber die Phosphorséurebildung, dafi man gerade dann 
fast regelmabig beobachtet, wenn man die Muskulatur bei der 
Prefsaftgewinnung besonders schonend behandelt,?) als der 
Ausdruck eines Restes von solchen synthetischen Vorgangen 
aufzufassen, d. h. es erfolgt hier neben dem Abbau des Lacta- 


') Siehe hieritiber Embden und Laquer, Diese Zeitschrift, 


dieser Band, S. 94. 
*) Siehe die oben geschilderten <Versuche mit starker Kiihlung» 


in Tabelle Il, S. 13 und Tabelle II, S. 14. 














—_ 
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cidogens unter Milchsaure- und Phosphorsiiurebildung noch 
ein Aufbau aus Kohlenhydrat und Phosphorsiure. '!) 

Die oben geschilderte «Saurevorbehandlung» wird hier- 
nach vielleicht gerade auf die «Phosphatese»?) schidigend 
einwirken. 

Im intakten Muskel, in dem es zu starker Milchsiure- 
bildung ohne jede Phosphorséurebildung kommen kann,*) diirfte 
die Synthese des Lactacidogens seiner Spaltung das Gleich- 
gewicht halten. 

Wenn es richtig ist, dah die Spaltung des Lactacidogens 
unter Bildung von Milchséure und Phosphorsaéure die Muskel- 
kontraktion verursacht, oder doch einleitet, so darf man diese 
Lactacidogenspaltung als Dissimilation im Sinne Ewald 
Herings bezeichnen, die Neubildung von Lactacidogen aus 
Kohlenhydrat und Phosphorsadure als Assimilation. 

Wir sind uns wohl bewuft, daB die auf Grund unserer tat- 
siichlichen Befunde und friiheren Forschungen hier geéuBerten 
Vorstellungen noch keineswegs endgiiltig bewiesen sind, sie 
haben sich uns aber zum Teil als Arbeitshypothesen bewiihrt. 





1) Wir lassen hier und in den folgenden Ausfiihrungen aufer acht, 
dafs sehr moéglicherweise, wie bereits oben erwalint, der Phosphorsiure- 
komplex des Lactacidogens aufer an Kohlenhydrat noch an ein anderes 


Radikal gebunden isl. 
2) Euler, H., Zur Nomenklatur der Enzyme. Diese Zeitschr., Bd. 74, 


S. 13, 1911. 
8) Siehe Parnas und Wagner, Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 387, 
1914 und namentlich nachstehende Arbeit von F. Laquer. 








Uber das Verhalten der Milchsdure und Phosphorsaure 
im UterusprefBsaft. 
Von 
Martha Cohn und Rudolf Meyer. 


(Aus dem chem.-physiologischen Institut und der Frauenklinik der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. September 1914.) 


In der voranstehenden Arbeit von Embden, Griesbach 
und Schmitz!) wurde gezeigt, daf neben der friiher beob- 
achteten Milchsiéurebildung im Prefsaft von quergestreiften 
Hundemuskeln eine Bildung von Phosphorsaure einhergeht. 

Die Menge der gebildeten Phosphorséure war unter be- 
stimmten Versuchsbedingungen jener der gebildeten Milchsaure 
in der Mehrzahl der Versuche dquimolekular, so daB Embden, 
Griesbach und Schmitz aus ihren Versuchen den SchluB 
zogen, dai das Lactacidogen, zu dessen Annahme_ schon 
Embden, Kalberlah und Engel sowie Kura Kondo gelangt 
waren, eine organische Phosphorsaureverbindung ist, die eben 
unter Bildung aquimolekularer Mengen von Phosphorsaéure und 
Milchsiiure gespalten wird. 

Die eben genannten Autoren wiesen bereits darauf hin, 
dafi méglicherweise dem Lactacidogen gerade fiir die rasch 
verlaufenden Muskelkontraktionen an quergestreiften Muskeln 
eine wesentliche Bedeutung zukommt, worauf hier im ein- 
zelnen nicht eingegangen werden kann. 

Jedenfalls lag es nahe, nunmehr zu versuchen, ob der 
PreBsaft aus glatter Muskulatur in ihnlicher Weise wie jener 
aus quergestreifter, befahigt ist, unter entsprechenden Ver- 
suchsbedingungen Milchséiure und Phosphorsiure entstehen 
zu lassen. 

Derartige Versuche haben wir auf Veranlassung von 
Prof. Embden an der glatten Muskulatur des Uterus ausgefiihrt. 


') Diese Zeitschr., dieser Band, S. 1. 
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Unser Material stammte in drei Fiillen von Frauen, bei denen 
der Uterus wihrend des 7. und 8. Monats der Graviditét aus 
verschiedenen Griinden entfernt worden war. In den tbrigen 
Versuchen verwendeten wir die Uteri von_ nichttriichtigen 
Kiihen, die moglichst bald nach der Schlachtung der Tiere 
entnommen und unter guter Kitihlung mit Kiltemischung ins 
Institut gebracht wurden. Die Uterusmuskulatur wurde mdég- 
lichst von den anhangenden Geweben befreit und der Prebsaft 
ebenso wie friiher aus der Skelettmuskulatur dargestellt. 

Ein Teil des Prefsaftes wurde sofort nach Schenck 
unter 3facher Verdiinnung gefillt, ein zweiter Teil nach ein- 
stiindigem Stehen unter Zusatz von Natriumbicarbonat bei 40°. 
Beziiglich der weiteren Verarbeitung kénnen wir ganz auf die 
von Embden, Griesbach und Schmitz gemachten Angaben 
verweisen. 

Die am Prefsaft gewonnenen Versuchsergebnisse sind 
aus untenstehender Tabelle 1 ersichtlich. Die verarbeiteten 
PreBsaftmengen schwanken von Fall zu Fall und sind im ein- 
zelnen in Kolonne 3 angegeben. Fiir die Ansiitze A und B 
wurden stets die gleichen Mengen Prefbsaft verwendet. 

Die Kolonnen 5 bis 9 geben die Einzelheiten der Milch- 
siurebestimmungen wieder. Auf Grund der Angaben in den 
Kolonnen 5 bis 7 ist in den Kolonnen 8 und 9 der Milch- 
siuregehalt des Uterusprefsaftes sofort nach der Gewinnung 
und nach einstiindigem Stehen bei 40° ersichtlich. 

Wie man sieht, wurde in simtlichen Versuchen in dem 
Prefsaft nach dem Stehen mehr Milchséure gefunden, als in 
dem sofort verarbeiteten Prefsaftanteil. Aber die Unterschiede 
sind nur ganz gering(iigig, weitaus kleiner als an den friiheren 
Versuchen am quergestreiften Muskel. 

Die aus den Kolonnen 6 und 7 ersichtlichen Titrations- 
ergebnisse weichen fiir die Bestimmungen A und B zum Teil 
nur um Werte ab, die innerhalb der Fehlergrenze der Be- 
stimmung liegen. 

Die Gleichsinnigkeit siéimtlicher Versuchsergebnisse be- 
weist aber dennoch, daf es sich wirklich um eine geringfiigige 
Milchsiiurebildung wiihrend des Stehens handelt. Ahnlich liegen 
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Ta-Mpelle 1. 
a —______________________ 
9 0 | 11 | 12 13 | 14 15 16 
Phosphorsadurebestimmungen Zunahme der 
be- ir jede| Gewogene Daraus berech- 
Finzel- M te MengePh 
Menge Biestim- enge | RetemengerH08-} ~~ Milchsaure Phosphorsiiure 
re in J mung Mge PsQ7 in phorsaéure in ee sill 
eBsaffverwen-| Bestimmung | 100ccm PreBsaft 
dete | ee PreBsaft PreBsaft 
Filtrat- | 
B menge A B A | B 
9 ecm | g “ 8 
)1786 — — —_ a a 0,0254 —- 
1316 ME 90 | 0,0134 | 0,0135 | 0,0394 | 0,0396 0,0067 Keine 
| Zunahme 
| | 
3 F Onn “ | Keine 
80 | 0,0258 | 0,0255 | 0,0852 | 0,0842 — Senaiinen 
0.1991 #120 =| 0,0288 | 0,0352 | 0,0634 | 0,0775 0,0146 0,0141 
0,197] 0,0302 ‘ 0,0798 0,0236 0,0238 
100 | 0,0212 | ” 0,0560 | ”’ , ; 
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0.1674 —_ _ — a ae po 
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O18 = _ _ a 0,0493 ss 
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O1MIMR275 | 0,0631 | 0,0786 | 0,0606 | 0,0755 0,0112 0,0149 
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| 
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die Verhaltnisse beziiglich der Phosphorsiurebildung. In den 
beiden Versuchen an menschlichen Uteri ist eine Phosphor- 
siiurebildung zwar nicht eingetreten, doch ist dies in den fiinf 
an Kuh-Uteri ausgefiihrten Versuchen der Fall. Die gewogenen 
Mengen Pyrophosphat aus gleichen Filtratmengen von A und B 
sind aus den Kolonnen 11 und 12 ersichtlich. Die Unterschiede 
sind allerdings auch hier zum Teil so gering, daf sie sich 
den Fehlergrenzen der Bestimmungsmethode nihern oder gar 
innerhalb derselben liegen. 

In der Kolonne 15 ist die wihrend des Stehens bei 40° 
in 100 ccm Uterusprefsaft neugebildete Milchséuremenge, in 
Kolonne 16 die in der gleichen Prefisaftmenge wahrend des 
Stehens aufgetretene Phosphorsiiuremenge berechnet. 

Der eine Versuch am menschlichen Material, in dem 
beide Saiuren bestimmt wurden (Versuch 2) weist eine durch- 
aus innerhalb der Fehlergrenzen der Bestimmung liegende 
Milchsiurebildung und keine Phosphorsiiurebildung auf. Auch 
in dem dritten am menschlichen Material ausgefiihrten Versuch 
(Versuch 3) trat, wie bereits erwiéhnt, keine Zunahme der 
Phosphorsiiure auf. In den tibrigen Versuchen ist der Umfang 
der Milchsiure und Phosphorséurebildung meist von ahnlicher 
Gréfenordnung, doch sind die Werte fiir die Milchséure- und 
Phosphorséiurezunahme bei der Geringfiigigkeit der analytischen 
Unterschiede viel zu ungenau, um etwa von einer Aquimole- 
kularitaét oder auch nur von einem Parallelismus der Milch- 
siiure- und Phosphorsaurebildung zu sprechen. 

Es ergibt sich also aus den bisherigen Versuchen, dah 
sich der PreBsaft aus glatter Muskulatur ganz anders verhalt, 
als der aus quergestreifter. Wiahrend der Prefsaft aus quer- 
gestreifter Muskulatur sehr grofe, weit auBerhalb der Fehler- 
grenzen der Bestimmung gelegene Milchsaéure- und Phosphor- 
siiuremengen bildet, ist die Fahigkeit zur Bildung der beiden 
genannten Siuren im Prefsaft aus glatter Uterusmuskulatur 
nur gerade angedeutet. 

Wir wollen besonders hervorheben, dab, wie aus unver- 
6ffentlichten Untersuchungen hervorgeht, das Ausbleiben der 
Milchsiure- und Phosphorséiurebildung nicht etwa dadurch 








FS ae ae SEN AES AY OO ER =... 





Verhalten der Milchsiure und Phosphorsiure im Uterusprefsaft. 51 


bedingt war, da8 das Schlachthausmaterial bei den eben be- 
schriebenen Uterusversuchen nicht ganz so frisch zur Ver- 
arbeitung kam, wie die zu den friiheren Versuchen verwendete 
Hundemuskulatur. Aus Muskelfleisch von Rindern, das unter 
den gleichen Bedingungen verarbeitet wurde, wie die Uteri 
in den vorliegenden Versuchen, kann ein Prefsaft gewonnen 
werden, der unter den bekannten Versuchsbedingungen reichlich 
Milchséure- und Phosphorsiéure bildet. 

Fiir die Erklirung des fast vélligen Ausbleibens der 
Milchsiiure- und Phosphorséurebildung im UteruspreBsaft kamen 
von vornherein verschiedene MOdglichkeiten in Betracht. 

Es muBte z. B. daran gedacht werden, daB aus irgend- 
einem Grunde das Lactacidogen des Uterus schwerer in den 
PreBsaft tibergeht, als beim quergestreiften Muskel. Wir haben 
daher an die Prefisaftversuche einige Versuche mit Muskel- 
brei angeschlossen. 

Die Uteri wurden beim Transport und bei der Zer- 
kleinerung mit der Maschine stark gekihlt. Ein Teil des Muskel- 
breis (immer 100 g) wurde sofort nach Schenk unter 6facher 
Verdiinnung gefillt. Weitere 100 g blieben unter Zusatz von 
200 ecem Kochsalzlésung von 0,7°/o wahrend 60—90 Minuten 
bei 40° (in Versuch 11 bei 45°) stehen. Die Fallung nach 
Schenk geschah ebenfalls unter 6facher Verdiinnung. Fiir jede 
Milchsaure- und jede Phosphorsiurebestimmung wurden 200 ccm 
des entquecksilberten Filtrates verwendet. 

Neben dem Ansatz B unter Zusatz von Kochsalzlésung 
nahmen wir auch einen solchen vor, in dem wir die Koch- 
salzl6sung durch Natriumbicarbonatlésung von 2°/o ersetzten. 
Die Ergebnisse der Milchséurebestimmungen sind in den Kolonnen 
2—4 der Tabelle 2 verzeichnet. Der Milchsaéuregehalt vor 
und nach dem Stehen der Uterusmuskulatur bei 40° unter- 
scheidet sich nicht merklich, das heift, die beobachteten Ab- 
weichungen liegen durchaus innerhalb der Fehlergrenzen der 
Bestimmung. 

Dagegen geht aus den Kolonnen 5—7 hervor, daf die 
Phosphorséure beim Stehen des Muskelbreies ganz erheblich 
zunimmt, und zwar in den Versuchen unter Zusatz von Natrium- 
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Milchséure in 100 g Phosphorsaure in 100 g Zunahme der Phos- 
Muskulatur Muskulatnr phorsfiure nach dem 
| ) Stehen bei 40° in 
| Nach dem Stehen | Nach dem Stehen | 100 ¢ Muskulatur 
Nr. des | bei 40° | bei 40° . 
| | mit Bemerkungen 
Versuchs A | ” A | 7 | 
| | mit | | mit | Natrium- 
sofort | — mit | Natrium- sofort | mit Natrium- |Kochsalz-|  picar- 
|Kochsalz-| bicar- 'Kochsalz-|  bicar- 
| | | | + lésung bonat- 
| lsung | bonat- | losung | onat- | Meee 
| lésung | _ lésung | ene 
| | 
i1 0.1526 | 0,1681 | 0.1667 0,0867 | 0,1239 0.1472 0,0372 0,0605 | Dauer des Stehens der An- 
| | | sitze B bei 45° = 90 ML- 
| | nuten 
12 0,1519 | 0.1495 | 0.1465 0,0790 | 0,0967 0),1252 0,0177 0.0462 | Dauer des Stehens bei 40° 
| = 60 Minuten 
13 0.1319 0,1165 0,1368 0,0901 0.1184 | 0,1562 0,0283 0,0661 Dasselbe. 
| In B mit Kochsalzliésung 
wurde die Milchsiure mit 
nur 80 ccm Filtrat bestimmt 
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bicarbonat (Kolonne 7) wesentlich stirker, als in denen unter 
Verwendung von Kochsalzlésung (Kolonne 6) angestellten. 

Aus den Kolonnen 8 und 9 ist die in 100 g Muskelbrei 
beim Stehen mit Kochsalzlésung und mit Natriumbicarbonat- 
losung gebildete Phosphorsiiuremenge direkt ersichtlich. 

Es zeigt sich also, daB das Ausbleiben einer stiérkeren 
Milchsaurebildung im Prefisaft aus Uterusmuskulatur nicht da- 
durch bedingt ist, daf die milchsaéurebildende Substanz nicht 
in den Prefsaft iibergeht, denn auch bei Verarbeitung von 
Muskelbrei bleibt die Milchséurebildung aus, ganz im Gegen- 
satz zum Verhalten der quergestreiften Muskulatur (siehe eine 
spater erscheinende Arbeit von Martha Cohn). 

Anders wie die Milchséurebildung verhilt sich die Phos- 
phorsdurebildung. Im Uterusmuskelbrei erfolgt namentlich 
unter Alkalizusatz eine erheblichere Phosphorsiiurebildung als 
im Prefisaft. Dieser Befund ist wohl am einfachsten so zu 
deuten, dafi die phosphorséureabspaltende Substanz nicht oder 
nur unvollkommen in den Prefsaft tibergeht. 

Welcher Art diese phosphorsiurebildende Substanz ist, 
dariiber méchten wir keine Vermutung dufern. 

Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist, 
daB Prefisaft aus Uterusmuskulatur wiéhrend kurzen Stehens 
bei 40° im Gegensatz zu dem aus Skelettmuskulatur nur ganz 
geringfiigige Mengen von Milchséure und Phosphorsiéure ent- 
stehen laBt. Diese Tatsache bildet vielleicht einen Hinweis 
darauf, daf das Lactacidogen gerade bei der rasch verlaufenden 
Muskelkontraktion eine Rolle spielt. 

Jedenfalls ist in dem Verhalten des Prefsaftes aus quer- 
gestreifter Skelettmuskulatur und aus glatter Uterusmus- 
kulatur beziiglich der Milchséure- und Phosphorsiurebildung 
ein sehr charakteristischer Unterschied zwischen den beiden 
genannten Muskelarten gegeben. 











Uber die Einwirkung des UteruspreBsaftes auf 
Hexosephosphorsaure. 
Von 
Hans Hagemann. 





(Aus dem chemisch-physiolog. Institut und der med. Klinik der Universitat Frankfurt. 
(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1914.) 


In der voranstehenden Arbeit von M. Cohn und R. Meyer 
wurde untersucht, ob der Prefsaft aus Uterusmuskulatur in 
iihnlicher Weise wie der aus quergestreifter Muskulatur wahrend 
des Stehens bei 40° bei ausreichender Alkaleszenz Milchsaure 
und Phosphorsaure bildet. 

Die Verfasser gelangten zu dem Ergebnis, dafi unter 
diesen Umstiinden Milchséurebildung nur in sehr geringem 
Umfange eintritt, und auch die Phosphorsiéurebildung erreichte 
nirgends sehr betriachtliche Werte. Ebensowenig wie im Uterus- 
preBsaft trat beim Stehen zerkleinerter Uterusmuskulatur 
unter Zusatz von Natriumbicarbonat eine irgend erhebliche 
Milchséurebildung auf, wéihrend die Phosphorsaurebildung 
deutlicher als in den PrefSsaftversuchen zu sein schien. 

Wenn man von der Annahme ausgeht, dai als Quelle 
der Phosphorsiiure- und Milchséurebildung im MuskelpreBfsaft 
das Lactacidogen anzusehen ist, so liegt es nahe, das fast 
véllige Ausbleiben der Milchsdéurebildung und die im Verhiltnis 
zum Prefsaft aus quergestreifter Muskulatur meist ziemlich 
geringfiigige Phosphorsdurebildung im Uterusprefsaft und in 
der zerkleinerten Uterusmuskulatur entweder auf das Fehlen 
von Lactacidogen oder einen Mangel an lactacidogenspal- 
tendem Ferment zuriickzufihren. 

In einer voranstehenden Arbeit konnten Embden, Gries- 
bach, Schmitz zeigen, dafB Hexosephosphorsiure aus Hefe 
als einzige von allen untersuchten Substanzen den Umfang 
der Milchsiiure- und Phosphorséurebildung zu steigern vermag, 
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und sie gelangten zu der Vermutung, dafi das Lactacidogen 
des quergestreiften Muskels, das nach ihren Versuchen in iiqui- 
molekulare Mengen von Milchsiiure und Phosphorsiiure zerfailt, 
der Hexosephosphorsaure strukturell ahnlich sei. 

Ich habe nun in der vorliegenden Arbeit die Frage ge- 
prift, ob Prefsaft aus Uterusmuskulatur, der, wie bereits er- 
wahnt, an sich kaum Milchsiure und meist recht geringe 
Mengen Phosphorsiure bildet, zugesetzte Hexosephosphorsiiure 
zu Milchsaéure und Phosphorséure abbauen kann. 

Ein derartiges Verhalten wiirde dafiir sprechen, da 
nicht das Fehlen einer Fermentwirkung, sondern der Mangel 
an Lactacidogen die Ursache des Ausbleibens der Milchsiiure- 
bildung im UteruspreBsaft und in der zerkleinerten Uterus- 
muskulatur ist. 

Die Ergebnisse meiner Versuche sind in nachstehender 
Tabelle zusammengestellt. Die Kolonnen 2—7 bilden eine 
Wiederholung der voranstehenden Versuche von Cohn und 
Meyer. Ubereinstimmend mit diesen Autoren ergibt sich aus 
Kolonne 6, dafii im Leerversuch keine merkliche Bildung von 
Milchsaure eintrat. 

Die Menge der im Leerversuch gebildeten Phosphorsiure 
erscheint in meinen Versuchen etwas grofer, als in den ent- 
sprechenden Versuchen von Cohn und Meyer; sie ist der 
von ihnen am Muskelbrei beobachteten ziemlich dhnlich. 

In den Versuchen unter Zusatz von Hexosephosphor- 
saure!) trat fast tiberall eine sehr deutliche Milchsaurebildung 
auf (Kolonne 12), sie nahert sich nur in Versuch 3 den 
Fehlergrenzen der Bestimmung. In den tbrigen Versuchen 
schwankt sie zwischen annéhernd 0,04 g (Versuch 5) und tiber 
0,06 g (Versuch 2) auf 100 ccm Prefsaft. Zieht man in jenen 
Versuchen, in denen auch in dem Ansatz ohne Zusatz von 





') Die Hexosephosphorlisung wurde ebenso, wie es in der voran- 
stehenden Arbeit von Embden, Griesbach, Schmitz beschrieben 
wurde (1. c. S. 38), unmittelbar vor dem Versuch aus dem Baryumsalz 
durch Zerlegen mit Schwefelséure dargestellt. Auch die jedem Einzel- 
versuch zugesetzte Menge Hexosephosphorsiure war die gleiche, wie in 
der eben erwihnten Arbeit. 
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"ee 2 @ 2 ;s | #@ tsi Se 7 
Ohne Hexosephosphat 
Milchsdure Phosphorsaure In 100 ccm 
in 100 ccm in 100 ccm des Prefisaftes B 
des des neugebildete 
Nr. | 
Nr. des d nach dem nach dem 
es sofort Sichen sofort eas 
Protokolls| Ver- verar- | bei 40° | verar- | bei 40° | Milch- Phos- 
suchs | beiteten | verar- | beiteten | verar- phor- 
Pref- | beiteten | prep- | beiteten | S@ure sure |) 
saftes A| PreB- | cattes A Preb- | 
saftes B saftes B 
g g x x # = 
I 1 — — — — — -- 
II. 2 — 0,1890 a 0,1347 — _ 
II. 3 0.2174 | 0,2093 | 0,0838 | 01205 | Kee | 0.0367 
Bildung 
Keine 
merk- 
IV. 4 0,1836 0,1883 0,0782 0,1295 liche 0,0513 
Bildung 
Keine 
merk- : 
V. 5 0,1823 0,1870 | 0,0851 0,1427 liche 0,0576 
Bildung 
VII. 6 0,1519 0,1715 | 0,0713 0,1221 | 0,0196 | 0,0508 
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9 | 10 11 | 12 13 14 15 
Mit Hexosephosphat Aus Hexosephos- 
. Milchsaure Phosphorsaure | In 100 ccm phat in 100 ccm 
in 100 ccm in 100 ccm des Prefisaftes B Prefsaft neuge- 
des des neugebildete bildete 
‘nach dem | nach dem | | 
sofort | Stehen | Srt | Stehen | 
verar- | bei 40° | Verar- — bei 40° | Milch- Phos- Milch- | Phos- 
beiteten | verar- | beiteten | verar- phor- | phor- 
Prefi- beiteten Pref- | beiteten | sdure siure sdure | siiure 
]saftes A | Pret- | sattes A| ‘Te | | 
‘J | Saftes B | | saftes B | | 
| 
e i 6 | 4 f | & é oe 
| | | 
| 
on _ 0,0830 | 0,2827 | ons 0,1997 ~e | _ 
| 
| 
0.1863 | 0,2491 0,0882 0,2262 | 0,0628 | 0,1830 — | - 
| 
0,2072 0,2234 0,0838 0.1865 | 0,0162 | 0,1027 | 0.0162 | 0,0660 
0.1796 | 0,2417 0,0814 0.1913 | 0,0621 | 0,1099 | 0,0574 | 0,0586 
0.1796 | 0,2187 0,0914 0,2309 | 0,0391 | 0,13895 | 0.0344 | 0,0819 
| 
0.1634 | 0,2160 | 0,0803 | 0,2304 | 0,0526 | 0,1501 | 0,0330 | 0,0993 
| | 
| | 
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Hexosephosphorsaure eine geringfiigige Milchséurebildung auf- 
trat, den Betrag derselben ab, so gelangt man zu den in 
Kolonne 14 bezeichneten Werten, die den Umfang der Milch- 
siurebildung aus dem zugesetzten Hexosephosphat unmittelbar 
erkennen lassen. 

Die Phosphorsaurebildung aus Hexosephosphorsaure ist 
mit Ausnahme des Versuches 4 sehr viel betriachtlicher als 
die Milchséurebildung, was den Erfahrungen von Embden, 
Griesbach und Schmitz am Prefsaft aus Skelettmuskulatur 
entspricht. Zieht man von den in Kolonne 13 verzeichneten 
Werten fiir die Phosphorséurezunahme in den Zusatzversuchen, 
die aus Kolonne 7 ersichtlichen entsprechenden Leerwerte ab, 
so gelangt man zu den in Kolonne 15 verzeichneten Zahlen. 
(Phosphorsiurebildung aus Hexosephosphorsiure. ) 

Aus den vorliegenden Versuchen geht also hervor, dab 
Uterusprebsaft, der beim Stehen ohne Zusatz kaum Milchsaéure 
bildet, aus hinzugefiigtem Hexosephosphat Milchsiuremengen 
entstehen liBt, die den im SkelettmuskelpreBsaft aus Hexose- 
phosphorsiiure gebildeten sehr iihnlich sind. Das gleiche gilt 
auch fiir die Phosphorséure. 

Vielleicht diirfen wir in dieser Beobachtung einen Hin- 
weis darauf erblicken, daB auch in Muskeln, die keine Lacta- 
cidogendepots enthalten, der Zuckerabbau zu Milchsaure unter 
intermediiirer Bindung des Kohlenhydrates an Phosphorsiure 
erfolgt. 

Zum Schlusse noch ein Wort iiber die auch in den An- 
siitzen ohne Hexosephosphorsiure erfolgende Phosphorsaure- 
bildung, die gerade in den 4 letzten Versuchen meiner Arbeit 
sehr deutlich ist. 

Die Tatsache, da® hier eine Phosphorséurebildung ohne 
entsprechende Milchsaurebildung auftritt, beweist natiirlich, daB 
eine rasch verlaufende Phosphorsiurebildung im Muskel auch 
ohne das Vorhandensein typischer lactacidogenartiger Sub- 
stanzen erfolgen kann. Aus welcher Quelle diese Phosphorsaure 
stammt, ist einstweilen vollig unbekannt. 

Wenn die namentlich in letzter Zeit immer wieder ge- 
iiuBerte Vorstellung, daf jede Muskelkontraktion durch eine 
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Produktion von Séure eingeleitet wird, auch fiir die glatte 
Muskulatur des Uterus richtig ist, so kann vielleicht daran 
gedacht werden, dafi bei den langsam verlaufenden Kontrak- 
tionen der glatten Muskulatur des Uterus die Siiuerung aus- 
schlieBlich durch Phosphorséiure bedingt wird, wihrend am 
quergestreiften Muskel bei der Lactacidogenspaltung Phosphor- 
siure und Milchsiiure nebeneinander auftreten. 




















Uber die Bildung von Milchsdure und Phosphorsaure 
im Froschmuskel. 


I. Mitteilung. 
Von 
Fritz Laquer. 


(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. September 1914.) 





In einer voranstehenden Arbeit von Embden, Gries- 
bach und Schmitz konnte gezeigt werden, da die Milch- 
siiurebildung, die bei kurzdauerndem Stehen von Prefsaft aus 
Hundemuskeln auftritt, von einer Phosphorsiurebildung be- 
gleitet ist, die derjenigen der Milchséure unter gewissen Ver- 
suchsbedingungen vollig oder annahernd dquimolekular ist. 

Das Lactacidogenmolekiil, dem offenbar Milchséure und 
Phosphorsiure entstammen, enthalt allem Anschein nach einen 
Kohlenhydrat-Phosphorséurekomplex. 

Aus der Bildung aquimolekularer Mengen Milchsaure 
und Phosphorséure im Zusammenhalt mit der Tatsache, da 
Hexosephosphorsiure die einzige bisher beobachtete Substanz 
ist, deren Zusatz die Milchsaurebildung und auch die Phosphor- 
siurebildung im MuskelpreBsaft vermehrt, leiteten die genannten 
Autoren bestimmte Vorstellungen iiber die Rolle des Lacta- 
cidogens beim Kohlenhydratabbau ab. Nach der von ihnen 
ausgesprochenen Hypothese beginnt der Kohlenhydratabbau 
im Muskel mit einer esterartigen Bindung des Kohlenhydrats 
an Phosphorséure oder an einen organischen Phosphorsdure- 
rest. Die zweite Phase des Kohlenhydratabbaus besteht in 
einer Spaltung des so gebildeten Lactacidogens in Milchséure 


und Phosphorsaure. ') 


‘) Unter Umstanden vielleicht auch in Milchséure und den eben 
erwahnten organischen Phosphorsdurerest. 
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Da sehr mdglicherweise eben die Sdaurebildung aus 
Lactacidogen dasjenige Moment ist, das die Muskelkontraktion 
einleitet, ist es nach Embden, Griesbach und Schmitz 
vielleicht berechtigt, den Aufbau des Lactacidogens als assi- 
milatorische, seine Spaltung unter Milchsiiure- und Phosphor- 
siurebildung als dissimilatorische Muskelfunktion im Sinne 
E. Herings zu bezeichnen. 

Es scheint so, als ob die intermediiire Bindung des 
Kohlenhydrats an Phosphorsdure in dhnlicher Weise die not- 
wendige Voraussetzung fiir das Zustandekommen der Milch- 
saiurebildung aus Kohlenhydrat ist, wie die intermediare Hexose- 
phosphorsdurebildung bei der alkoholischen Girung der Hefe 
allem Anschein nach als ein fiir das Zustandekommen der 
letzteren notwendiger Vorgang betrachtet werden muB. In ge- 
wisser Weise kann man hiernach das Lactacidogen als eine 
Ubertrigersubstanz bezeichnen; eine kleine Phosphorsiuremenge 
kann, falls der eben geschilderte Mechanismus tatsiichlich vor- 
handen ist, die Umwandlung einer groBen Menge von Kohlen- 
hydrat in Milchsiiure vermitteln. Je nach dem bei irgend einem 
Vorgang im Muskel die dissimalitorische Phase tberwiegt, 
oder ihr die assimilatorische die Wage halt, wird die Milch- 
siurebildung im Muskel mit einer gleichzeitigen Phosphor- 
siiurebildung verbunden sein, oder nicht. 

Ich habe es mir nun auf Veranlassung von Professor 
Embden zur Aufgabe gemacht, die Einwirkung verschiedener 
Zustandsanderungen des Froschmuskels auf seinen Milchséure- 
gehalt und gleichzeitig auch auf seinen Phosphorséuregehalt 
zu untersuchen. 

Daneben suchte ich noch iiber eine andere Frage Auf- 
schluf zu gewinnen, die fiir unsere Auffassung von dem Wesen 
der Milchséurebildung im Muskel von erheblicher Bedeutung 
ist, namlich tiber die Ursache der Konstanz des Milchséure- 
bildungsmaximums, die seit den Untersuchungen von Fletcher 
und Hopkins’) als eine feststehende Tatsache betrachtet 
wird. Bereits in der erwéhnten Arbeit von Fletcher und 





') Fletcher u. Hopkins, Journ. of Physiology 35, 247, 1906. 
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Hopkins’) findet sich eine Andeutung in der Richtung, 
dafi die Konstanz der Milchséurebildung bei der Tatigkeit da- 
durch bedingt sein kénnte, dafi nach Erreichung eines be- 
stimmten Séuregrades durch die gebildete Saure selbst eine 
Hemmung der weileren Saurebildung eintritt. Besonders aber 
lag in den von Embden und seinen Mitarbeitern am Pref- 
saft des Hundemuskels ausgefiihrten Untersuchungen ein Hin- 
weis auf eine derartige Selbsthemmung der Milchséurepro- 
duktion im Muskel. 

Kura Kondo?) konnte naimlich dartun, daf ein relativ 
geringer Siiurezusatz gentigt, um die Milchséurebildung im 
Muskelprefsaft vollkommen aufzuheben. Er sprach bereits die 
Vermutung aus,*) daf die bei der Warmestarre erfolgende 
Milchsiiurebildung durch eine kinstliche Steigerung des Alkali- 
gehaltes des Muskels vermehrt werden konnte. 

Auch die Einwirkung des Alkalizusatzes auf den Phosphor- 
siiuregehalt des Muskels wurde von mir untersucht. Da in 
einem grofen Teil der Versuche der Zusammenhang zwischen 
Milchsiiure und Phosphorsiéurebildung im Muskel an demselben 
Material untersucht wurde, wie die Kinwirkung von Alkali auf 
das Siiurebildungsmaximum, werden im folgenden beide Fragen 
gemeinsam behandelt werden. 


Methode. 


Fletcher und Hopkins bewiesen, dafi Erwairmen und 
mechanische Schidigung schon an sich den Milchséuregehalt 
des Muskels steigern; will man daher den im Augenblick des 
‘odes bezw. den am Ende des Versuchs tatsachlich vorhandenen 
Wert bestimmen, so mu8 man schnell, in der Kalte und mit 
geringst méglicher mechanischer Reizung des Muskelgewebes 
arbeiten. Die genannten Autoren zerrieben daher die schnell 
und vorsichtig in der Kialte abgeschnittenen Muskel in eis- 
kaltem Alkohol. Aus der nach Verjagung des Alkohols ge- 
wonnenen wisserigen Lésung der Alkoholausztige extrahierten 


) Le. S. S. 261. 
*) Kura Kondo, Bioch. Ztschr, 45, 63, 1912. 
) 1. 8. V8. 

















Bildung von Milchséure und Phosphorséure im Froschmuskel. I. 63 


sie die Milchsiure durch Schiitteln mit Ather und wogen sie 
schlieBlich als Zinklactat. 

In allen Einzelheiten der Gewinnung der Muskulatur, der 
Abkiiblung, der Ermittlung des Muskelgewichts usw. richtete 
ich mich peinlichst nach den Angaben von Fletcher und 
Hopkins. Dagegen wich ich in der Art der Extraktion des 
Muskels von ihnen ab, nachdem ich mich vorher an einigen 
Parallelversuchen tiberzeugt hatte, daf die beschriebene alko- 
holische Extraktion und das nachstehend geschilderte Ver- 
fahren annahernd die gleichen Werte liefern. 

Da es sich nimlich in unserem Falle darum handelte, 
Phosphorsiiure und Milchsiiure nebeneinander zu bestimmen 
und damit gerechnet werden muBte, daB im Muskel vorhandene 
phosphorsaure Salze nicht in die alkoholische Extraktion ein- 
gingen, bin ich folgendermafen verfahren: 

Benutzt wurden die Hinterschenkel von miinnlichen und 
weiblichen Eskulenten; die Frésche entstammten verschiedenen 
Bezugsquellen. Zu zusammengehdorigen Versuchen wurden immer 
Tiere der gleichen Sendung verarbeitet. Die Zerkleinerung der 
genau in der von Fletcher und Hopkins _ beschriebenen 
Weise gewonnenen Muskulatur geschah nun aber nicht in eis- 
gektihltem Alkohol, sondern in einer durch Kialtemischung auf 
— 8° bis — 12° abgektihlten salzsauren Kochsalzlésung, die 
so hergestellt wurde, daf eine 2°/oige wiasserige Salzséure- 
lésung in der Kalte mit reinem NaCl gesittigt wurde. Von 
dieser L6sung wurde in jedem Versuch etwa das doppelte 
Volumen der zu erwartenden Muskulatur verwandt. In die 
darin mit Sand zerriebenen Muskeln dringt, falls die Zerklei- 
nerung mit dem Pistill geschickt erfolgt, die stark hypertonische 
Salzlésung so rasch ein, daf die Muskeln auch nicht voriiber- 
gehend gefrieren, durch die Séurewirkung aber stark auf- 
quellen. Nachdem die saure Fliissigkeit noch etwa eine halbe 
Stunde in der Kiéltemischung stehen geblieben war, wurde 
ein der angewandten Salzsaéuremenge gleiches Volumen 5°/oigen 
Sublimats hinzugefiigt und dann mit destilliertem Wasser auf 
das 5—10fache der verarbeiteten Muskulatur aufgefiillt. Diese 
Fliissigkeit blieb nach griindlichem Rihren tiber Nacht im 
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Eisschrank stehen, wobei unter dem Einflu8 der Eiweiffallung 
die Muskulatur entquoll. 

Die auf diese Weise gewonnenen Muskelextrakte wurden 
abgesaugt und nach dem Entquecksilbern mit Schwefelwasser- 
stoff, Verjagen des Schwefelwasserstoffs durch einen Luftstrom 
und Entfernung des Quecksilbersulfids wurden moglichst grofe, 
gemessene, aliquote, gleiche Filtratanteile zur Milchsaure- und 
Phosphorsiurebestimmung verwendet. 

Die aus den sofort verarbeiteten Muskeln erhaltenen Filtrate 
zeigten regelmabig eine deutliche Opalescenz, die aber die 
weitere Milchsiiure- und Phosphorsaéurebestimmung nicht storte. 

Die Technik dieser Bestimmungen war genau die gleiche, 
wie die in der voranstehenden Arbeit von Embden, Gries- 
bach und Schmitz. Die an den Filtraten gewonnenen Ana- 
lysenzahlen wurden auf das Gesamtvolumen der urspriinglichen 
Schenckfillung berechnet. Daraus lieB sich bei dem bekannten 
Gehalt dieser Schenckfallung an Muskulatur der prozentuale 
Milchsiiure- und Phosphorséurewert bestimmen. 

Die Tiatigkeit der Muskeln wurde durch direkte faradische 
Reizung mit einem Induktionsapparat (im Primarkreis ein 
Chromsiiureelement von 1,8 Volt) bewirkt, so lange, bis sie 
auch nach Einschaltung von Erholungspausen vollig unerregbar 
geworden waren, was nach 11/2 bis 2 Stunden der Fall war. 

Die Wirmestarre wurde zum Teil genau in der von 
Fletcher und Hopkins besehriebenen Weise an den ganzen 
Froschschenkeln vorgenommen. Aus verschiedenen Griinden 
zerkleinerte ich in einem anderen Teile der Versuche die 
Muskeln zuniichst unter starker Eiskiihlung mit einem Wiege- 
messer. Von dem gut gemischten Muskelbrei wurden gleiche 
gewogene Teile entweder sofort verarbeitet, oder zundchst in 
einem Wasserbade von 45° der Warmestarre ausgesetzt unter 
Verwendung steriler mit Glasstopfen verschlossener Pulver- 
flaschen. Bei der weiteren Verarbeitung wurde auch hier zu- 
niichst die Muskulatur unter der oben beschriebenen stark 
gekiihlten salzsauren Kochsalzlésung zerkleinert und im tibrigen 
genau in der bereits geschilderten Weise vorgegangen. 
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Versuchsergebnisse. 


In mehreren Versuchen (Tabelle 1 Versuch 1—3) habe 
ich zunachst, wie es bereits von Fletcher und Hopkins ge- 
schehen ist, den Milchséuregehalt des Muskels bei sofortiger 
Verarbeitung im Ruhezustand, nach Tatigkeit und unter der 
Einwirkung einstiindiger Wéarmestarre bestimmt, aufSerdem 
aber auch den Phosphorsiuregehalt unter den gleichen Be- 
dingungen. In dieser und in allen folgenden Tabellen sind die 
Milchsaure- und die Phosphorséure-(H,PO,)Werte in Milligramm 
pro 100 g Muskulatur angegeben. Die analytischen Belege finden 
sich am Schluf der Arbeit (Tabelle 5). Aus Kolonne 3—-5 
geht der Milchsiuregehalt der Muskulatur wiihrend der Ruhe, 
nach Tatigkeit und nach Eintritt der Warmestarre hervor. In 
den Kolonnen 6—8 sind die entsprechenden Werte fiir Phosphor- 
siure angegeben. In den Kolonnen 9 und 10 ist unter Zugrunde- 
legung der jeweils gefundenen Ruhewerte die durch Tatigkeit 
und durch Wirmestarre hervorgerufene Milchsiurebildung ver- 
zeichnet; aus Kolonne 11 und 12 geht die entsprechende 
Phosphorsaéurebildung hervor. 

Betrachten wir in Versuch 1—3 zuniichst die Kolonnen 3 
bis 5, so sieht man, dafs in Versuch 1 der Ruhewert fiir Milch- 
saiure den niedrigsten von Fletcher und Hopkins beobachteten 
nahezu gleich kommt. (Es muf hierbei beriicksichtigt werden, 
daB die genannten Autoren ihre Werte als wasserfreies Zink- 
lactat angeben, wahrend in der vorliegenden Arbeit die Be- 
rechnung auf freie Milchséure erfolgte). In Versuch 3 ist der 
Milchséuregehalt in der Ruhe ein wesentlich hoherer (50 mg),') 
was vielleicht auf die ziemlich hohe Aufentemperatur an diesem 
Tage zuriickzufiihren sein diirfte. Sie betrug 21°, wiahrend 
wir sonst nur 13--18° C. im Versuchsraum hatten. 

Der Milchsiuregehalt nach Muskeltétigkeit schwankte in 
meinen Versuchen zwischen 143 und 193 mg, was annihernd 
den Beobachtungen von Fletcher und Hopkins entspricht. 





') Die eingeklammerten Ergebnisse des Milchsiure- und Phosphor- 
siuregehalts nach Warmestarin Versuch 3 sind mit abweichender Technik 
vorgenommen und werden weiter unten besprochen. 3 
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Tabelle 1. 





| 5 6 | 7/8 9 | 1 | i | 12 13 
a Phosphorsaure- Milchsdure- | Phosphorsdure- 
N Milchsturegehalt gehalt bildung bildung 
r. 
Wah- Bei | Wiah- Bei Durch Durch 
™~ Datum | rena | N@ch | war- rend Nach War- Durch Wiar- Burch War- Bemerkungen 
Ver- der | 4ti8-| me- | der | 2ti8-] me- | Patis-| me. | Tatis- sil 
suchs Ruhe keit starre | Ruhe keit starre mont starre keit starre 
mg °/o | mg °%/o | mg °/o | mg °/o | mg °%/o | mg °/o | mg °/o | mg %/o] mg %o mg °/o 
me 16./IV. ‘ . Keine 
© 1 1913 16 143 | 420 | 257 | 254 | 346 | 127 | 404 Pe oa 89 
o 
3 
me 22, 26./IV} __ ; an Keine 
2 1913 193 | 370 | 243 | 2441 | 306 — ane 63 
“he : - mn Keine Die  eingeklammerten 
fx, j 5s / ”7 
3 3./VI. 1914] 50 164 | [287] | 255 | 244 | [3887]] 114 | [237] ete li [132] cle eels Gk dae uae 
| kleinerten Muskulatur er- 
| halten. Siehe auch Tabelle 
3, Versuch 14. 
4 [30.31/71 | 57 | — | 545 | 253 | — | 2095 | — | 518 — | «2 
1913 | 
24 /II | | Keine 
5 a Ay 34 | — | 507 | 358 | — | 349 | — | 473 — | Za- 
1913 | | | 
nahme 
6 JL /IV.1913) — ~ _- 299 -~ | 320 _ — os | 21 
| | 
| | | | 
© 7 Beis — | — | — 239 -- 285 — — — | 46 
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Auch die Milchsaéurebildung durch Warmestarre ist in Ver- 
such 1 und 2 von dhnlicher Grife wie sie von Fletcher 
und Hopkins gefunden wurde. 

Der Phosphorséuregehalt wiéhrend der Ruhe und nach 
Tiitigkeit ist aus den Kolonnen 6 und 7 ersichtlich. Uberein- 
stimmend geht aus den Versuchen 1—3 hervor, da durch 
eine Muskeltitigkeit, die mit starker Milchsaiurebildung ver- 
bunden ist, eine Erhdhung des Phosphorsiuregehalts nicht 
hervorgerufen wird. 

Ganz anders liegen die Verhiltnisse bei der Wiairme- 
starre. In Versuch 1 ist der Phosphorséuregehalt von 257 mg 
Prozent in der Ruhe auf 346 nach der Wirmestarre gestiegen, 
in Versuch 2 von 243 auf 306 mg Prozent. Die folgenden 
Versuche der Tabelle 1 bestatigen durchaus dieses Ergebnis, 
mit Ausnahme von Versuch 5, in dem eine Phosphorsiure- 
bildung durch Wirmestarre nicht beobachtet werden konnte. 
Hier ist der Phosphorsiuregehalt des Muskels von vornherein 
sehr viel hdher, als in den iibrigen Versuchen der Tabelle 1. 
Ich muB die Frage unbeantwortet lassen, ob es sich bei diesem 
einen negativen Ergebnis, dem zahlreichere positive gegen- 
iiberstehen, als in Tabelle 1 angegeben sind, um einen Ver- 
suchsfehler handelt oder nicht. 

Die Milchsaurebildung durch Wirmestarre in Versuch 4 
und 5 (Kolonne 5) ist merklich héher, als die in Versuch 1 
und 2. Dies ist auf Grund der Feststellungen von Fletcher 
und Hopkins iiber den Einflu8 der Jahreszeit auf die Hohe 
des Milchséiuremaximums ohne weiteres verstindlich; denn 
Versuch 1—3 wurden in den Monaten April bis Juni, Versuch 4 
und 5 im Januar und Februar angestellt, wie aus Kolonne 2 
hervorgeht. 

Das eben miigeteilte Versuchsergebnis, daB Wirmestarre 
eine Zunahme der Phosphorséure bedingt, wird durch die 
Versuche 8-—10 (Tabelle 2) durchaus bestiatigt und erweitert. 
Hier wich die Versuchstechnik insofern von der bisherigen ab, 
als die Muskulatur von vorneherein unter starker Kiihlung 
zerkleinert wurde. (Siehe dariiber unter Methode). Der Muskel- 


brei, in allen Fallen 50 g, wurde in dem zwei- bis vierfachen 
5* 























Tabelle 2. 




















































































































1 2 3 | 4/5 )/|6|7 48 | 9 | 10 {| 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16 | 17 | 18 | 19 | 20 
Milchsduregehalt Phosphorsauregehalt Milchsaurebildung Phosphorsaurebildung 
=. Warme- Warme- Warme- | Warme- In In 
; ; ; , In 2 °/o In 2°o 
des starre mit | starre mit starre mit | starre mit physiol. physiol 
Datum physiol. 2% physiol. 2 Io ties Bicarbonat- ~~" | Bicarbonat- 
Ver- Kochsalz- | Bicarbonat- Kochsalz- | Bicarbonat-| “C&S lésung Kochsalz- en 
he lésung lésung lésung lésung losung losung . 
$ suchs = 
4 S-| 1; 2|1|2 se) 1/2/12} afa}alalefalesalal. 
. fort ‘Stunde Stund. Stunde) Stund. fort |Stunde Stund. Stunde Stund. Stunde) Stund. Stunde) Stund, Stunde| Stund|Stunde| Stand. 
= | | | | | | | | 
he | | | 
fx, | | | | | | 
| | | | | | 
8 |20. VI. 92 | 423 | 446 | 650 | 662 | 287 | 423 | 428 456 | 466 | 331 | 354 | 558 | 570 | 136 | 141 | 169 | 179 
| 1913 | yf | | | 
9 (27. VI} 117 | 424 | 412 | — | 616 | 358 | 415 | 420 | — | 433 | 307 | 295 | — | 499 | 57| 62) — | 7% 
| 1913 ) | | p | tf | | 
101. VIL} 76 410 | 369 | 608 | 565 | 339 | 421 | 423 | 437 | 429 | 884 | 293 | 532 | 489] 82) 84 | 98 90 
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Volumen 0,62°/oiger Kochsalzlésung oder 2°/oiger frisch be- 
reiteter Natriumbikarbonatlésung suspendiert und nunmebhr ein 
oder zwei Stunden in hermetisch verschlossenen Pulverflaschen 
auf 45° erwirmt, um so den EinfluB des Alkalizusatzes auf 
den Umfang der Milchsaéure- und Phosphorsdéurebildung zu 
untersuchen. 

Aus Kolonne 3 geht hervor, dai der Anfangsgehalt an 
Milchséure gr6dfer ist, als in den friiheren Ruheversuchen, 
was nach den Erfahrungen von Fletcher und Hopkins ohne 
Frage auf die Zerkleinerung der Muskulatur zurickzufiihren 
ist. Bei der Einwirkung der Warmestarre in physiologischer 
Kochsalzlésung ist das erreichte Sauremaximum in drei Ver- 
suchen, die im Juni und Juli angestellt wurden, ein sehr ahn- 
liches. Ein Vergleich der Kolonne 4 und 5 ergibt, daB die 
Siurebildung nach einer Stunde abgeschlossen ist. Setzt man 
die zerkleinerten Muskeln in 2°/oiger Natriumbikarbonatlésung 
einer Temperatur von 45° in genau gleicher Weise wie in 
den Versuchen mit Kochsalzlésung, aus, so sieht man ein 
ganz betrichtliches Ansteigen des Milchsiuremaximums. Dieses 
Maximum ist wiederum in den drei Versuchen ein sehr ihn- 
liches und liegt fast ausnahmslos tiber 600 mg°/o. Es ist also 
nicht nur ganz betrachtlich héher, als das in Kochsalzlosung 
erreichte, sondern iibertrifft sogar das normale Sauremaximum 
von Winterfréschen, das nach den Angaben von Fletcher 
und Hopkins (auf Milchséure umgerechnet) im hochsten Falle 
bei etwas tiber 420 mg®/o liegt. Auch in den Versuchen mit 
Natriumbikarbonatzusatz ist die Milchsaurebildung in Versuch 
8 u. 10, in denen sie nach 1 und 2 Stunden untersucht wurde, 
bereits nach 60 Minuten abgeschlossen. 

Aus der bisherigen Besprechung der Tabelle 2 geht her- 
vor, daB die bei der Warmestarre gebildete Milchsiuremenge 
durch Natriumbikarbonatzusatz ganz gewaltig gesteigert wird. 
Dieser Befund stimmt durchaus mit der Vorstellung itiberein, 
daf bei der Warmestarre in der gewohnlichen Versuchsan- 
ordnung, das heift am ganzen Muskel und ohne Zusatz einer 
alkalischen Fliissigkeit die Saéurebildung bei Erreichen eines 
bestimmten H-Ionengehalts sich selber hemmt. 
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Weitere Versuche, die das eben geschilderte Verhalten 
noch deutlicher zeigen, sollen gleich besprochen werden. 

Ich will noch erwaéhnen, daf ich mich in einer Reihe 
iibereinstimmender Kontrollversuche tiberzeugt habe, daB eine 
2°/oige Natriumbikarbonatl6sung innerhalb 2 Stunden bei 45° 
aus Traubenzucker keine Spur Milchséure bildet, so dafi die 
unter Einwirkung von Natriumbikarbonatlésung auftretende 
Steigerung der Milchsaurebildung keineswegs als Laborations- 
produkt anzusehen ist. 


Ubrigens ist auch in jenen Versuchen, in denen die Warme- 
starre unter Kochsalzl6sung eingeleitet wurde, die gebildete 
Milchsiiuremenge dafiir, dafi die Versuche im Juni und Juli 
vorgenommen wurden, recht hoch. Vielleicht ist das auf die 
Verdiinnung durch Kochsalzlésung und die damit verbundene 
Herabsetzung der Wasserstoffionen-Konzentration zuriickzu- 
fiihren. Freilich sind anscheinend die von uns gefundenen 
Milchsiiuremaxima héher als die von Fletcher und Hopkins 
festgestellten, was méglicherweise auf verschiedene Beschaffen- 
heit der angewandten Frésche zuriickzufiihren sein dirfte, zum 
Teil wohl auch auf die vollsténdigere Milchsaureextraktion im 
LLindschen Apparat. 

Wir besprechen nunmehr die Einwirkung der Wiirmestarre 
auf den Phosphorséuregehalt. Zu Kolonne 8 (Tabelle 2) ist der 
unmittelbar nach Zerkleinerung der Muskulatur bestimmte 
Phosphorséuregehalt wiedergegeben. Er schwankt zwischen 
287 mg®/o und 358 mg®/o, ist also héher als die in Tabelle 1 
verzeichneten Ruhewerte mit Ausnahme von Versuch 5 und 6. 

Es kann sich hier nicht etwa darum handeln, daf} aus 
den zerkleinerten Muskeln die Phosphorsaure vollstandiger 
extrahiert wurde, denn das bei jeder Fillung vorgenommene 
Zerreiben mit Sand fiihrt zu sehr viel feinerer Zerteilung der 
Muskulatur als das einfache Zerhacken mit dem Wiegemesser. 
Ich méchte bei der immerhin geringen Versuchszahl keine 
bestimmten Schliisse aus dem eben geschilderten Verhalten 
ziehen, es liegt aber nahe, daran zu denken, dai die Zer- 
kleinerung der Muskulatur an sich nicht nur Milchsaure-, son- 
dern auch Phosphorséurebildung hervorrief. 
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Ein Vergleich der sofort erhaltenen Phosphorsiurewerte 
in Kolonne 8 mit den nach Wirmestarre gewonnenen zeigt, 
daB iiberall eine betrachtliche Phosphorsaurebildung stattfand. 
Der Umfang der Phosphorsdéurebildung ist anscheinend nach 
einer Stunde vollig, oder nahezu vollig abgeschlossen (ver- 
gleiche Kolonne 9 mit Kolonne 10, Kol. 11 mit Kol. 12) und 
es scheint darnach, dafi die Phosphorséurebildung bei der 
Warmestarre des Froschmuskels ein ihnlich rasch verlaufender 
Vorgang wie die Milchsiiurebildung ist. 

Eine Einwirkung des Bikarbonatzusatzes auf den Um- 
fang der Phosphorséurebildung scheint vorhanden zu sein. 
Wenigstens ist der Phosphorsauregehalt in allen drei Versuchen 
mit Natriumbikarbonatzusatz ein wenig hdher, als in den Ver- 
suchen mit physiologischer Kochsalzlésung; allerdings liegen 
die gefundenen Unterschiede den Fehlergrenzen der Bestimmung 
ziemlich nahe. 

Die niedrigste beobachtete Phosphorsiiurebildung betrug 
57 mg %/o. (Versuch 9: Kolonne 17), die hochste 179 mg °/o 
(Versuch 8: Kolonne 20). Man sieht ohne weiteres, da diese 
Unterschiede weniger durch die bei der Wéairmestarre ge- 
fundenen Endwerte, die sehr dicht beieinander liegen, als durch 
die schwankenden Anfangswerte bedingt sind. 

In einer weiteren Versuchsreihe (Tab. 3), die vor der 
eben besprochenen zwischen Ende April und Anfang Juni an- 
gestellt wurde, haben wir Bestimmungen unmittelbar nach der 
Zerkleinerung nicht ausgefiihrt, sondern nur den EinfluB des 
Bikarbonats auf die Héhe des Milchsdiuremaximums untersucht. 
Diese Versuche fiihren im Prinzip zu ganz dem gleichen Er- 
gebnis, wie die in der vorigen Tabelle zusammengestellten. 
In zwei Versuchen (Versuch 13 und 14) wurde die Einwirkung 
von 1 und 2°/oiger Natriumbikarbonatlésung miteinander ver- 
glichen. In beiden Versuchen war das Milchsiuremaximum 
bei der staérkeren Konzentration gréfer, sodafi wir in den 
folgenden Versuchen nur die 2°/oige Lésung verwandten. — 

Die grote Mehrbildung von Milchséure durch Natriumbi- 
carbonatzusatz wurde in Versuch 11 erzielt, wo sie 300 mg°/o 
betrug. (Kol. 7), wahrend sie in den tibrigen, unter Anwendung 
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Tabelle 3. 
1 : |3s3 | 4] 6 6 | 7 8 
Milchsduregehalt | Michsaure- 
; mehrbildung 
Nr. mit durch 
les 
“ie Datum Phy- | 1°%Jo | 2% | 1%Jo | 2% Bemerkungen 
aie eas Bicar- | Bicar- | Bicar- 
in. bonat- bonat- bonat-| bonat- 
lésung !Osung lésung Steed Nena 
11 | 29,//IV. 13] 336 | — | 636 | — | 300 
12 | 6/V.13 | 310 | 517 ~— 207 | — 
13. | 14/V.13] 331 | 470 | 549 | 189 | 218 
14 | 20.V.13 | 290 | 529 | 547 | 239 | 257 
15 | 27./V. 13] 295 _ 502 -- 207 
16 | 7./VI.13] 346 | — | 524 — 178 Wirmestarre 
| | 2 Stunden 
17 | 3/VI.14] 287 | — | 444] — | 157 

















2°/oiger Bikarbonatlisung angestellten Versuchen zwischen 
157 mg°/o (Versuch 17) und 257 mg°/o (Versuch 14) schwankte. 

Die in Tabelle 4 zusammengestellten Versuche (Versuch 
18—21) wurden im September und Oktober ebenfalls am 
Muskelbrei angestellt. Milchsaure- und Phosphorséuregehalt 
wurden unmittelbar nach der Zerkleinerung sowie nach ein- 
stiindiger Warmestarre mit Kochsalzlésung von 0,62°/o und 
Natriumbikarbonatlésung von 2°/o bestimmt. Auferdem wurde 
auch der Glykogengehalt unter den gleichen Umstinden nach 
der abgekiirzten Pfiigerschen Methode ermittelt. 

Die Steigerung der Milchséurebildung durch Zusatz von 
Natriumbikarbonatl6sung wurde in diesen Versuchen durchaus 
bestatigt, nur daf zu dieser Jahreszeit die Unterschiede zum Teil 
noch weit gréfer sind, als bei den von April bis Juli vorge- 
nommenen Versuchen. 

Das in physiologischer Kochsalzlésung erreichte Milch- 
siiuremaximum schwankt zwischen 338 mg°/o in Versuch 18 
und 428 mg°®/o in Versuch 19. Das Milchséiuremaximum in der 
zerkleinerten Mukulatur bei Zusatz von Kochsalzlésung ist dem- 
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nach im Herbst nicht gréBer als im Juni, was im Hinblick auf die 
von Fletcher und Hopkins am intakten Schenkel festgestellten 
und auch in meinen Versuchen am ganzen Schenkel durchaus be- 
stitigten Unterschiede im Milchséurebildungsmaximum zu ver- 
schiedenen Jahreszeiten sehr auffillig ist. Das Milchsiuremaximum 
in bikarbonatlOsung betragt in dem am 8. September angestellten 
Versuch, wo die Einwirkung des bikarbonatzusatzes am ge- 
ringsten ist, 659 mg°/o, in Versuch 21 (24. Oktober) erreicht 
es den hohen Wert von 904 mg°/o. Es scheint so, als ob 
die durch Bikarbonatzusatz erreichbare Milchsaéurebildung von 
Anfang September bis Ende Oktober dauernd ansteigt. 

In Kolonne 14 ist die durch Bikarbonatzusatz verursachte 
Mehrbildung berechnet. Sie erreicht in dem oben besprochenen 
Versuch 21 504mg°/o, die Milchsiurebildung unter Bicarbonat- 
ansatz betriigt also in diesem und auch im vorhergehenden 
Versuch mehr als das Doppelte des unter Zusatz von Koch- 
salzlosung erreichten Maximums. 

Die unmittelbar nach der Zerkleinerung gefundenen Phos- 
phorsiiurewerte schwankten zwischen 220 mg°/o (Versuch 19) 
und 231 mg°®/o (Versuch 21). 

Die Wirmestarre in Kochsalzlésung ruft in allen unter- 
suchten Fallen auch hier eine sehr deutliche Phosphorsaéure- 
bildung hervor. Ihr héchster Wert betraigt 0,18°/o in Versuch 
19, ihr niedrigster 0,153°/o in Versuch 21. Der Phosphor- 
siuregehalt nach der Warmestarre liegt in den eben be- 
sprochenen Versuchen tibrigens keineswegs hodher, sondern 
eher etwas niedriger, als bei den entsprechenden im Sommer 
vorgenommenen Versuchen. (Tab. II, Kol. 9). Diese im Juni 
und Juli angestellten Versuche liefen die Vermutung, die 
durchaus noch der experimentellen Bestiatigung bedarf, auf- 
kommen, dai bereits die Zerkleinerung der Muskulatur eine 
gewisse Phosphorsiurebildung hervorruft. In den Oktober- 
versuchen liegen jedenfalls die unmittelbar nach der Zerkleinerung 
erhaltenen Werte sehr niedrig. 

Auffiillig ist bei allen drei Versuchen die Einwirkung der 
Bicarbonatlésung auf die Phosphorsiurebildung. Die letztere 
ist iiberall gegeniiber der in physiologischer Kochsalzlésung 
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erhaltenen deutlich herabgesetzt, wie es im einzelnen aus 
einem Vergleich der Kolonnen 7 und 8 und_ unmittelbarer 
noch aus den Staében 15 und 16 ersichtlich ist. Bei Sommer- 
froschen war eine derartige Einwirkung nicht zu erkennen 
und der Vorgang der Milchséure- und Phosphorsiiurebildung 
bereits nach einer Stunde abgeschlossen. An Winterfréschen 
habe ich nur einstiindige Wiarmestarreversuche vorgenommen, 
so daf die Frage, ob in den Versuchen mit Zusatz von Natrium- 
bicarbonatlOsung im Winter bei den grofen vorhandenen Kohlen- 
hydratvorriiten nach einer Stunde Milchsaéure- und Phosphor- 
siurebildung noch nicht zum AbschluB gelangt waren, einst- 
weilen unentschieden bleiben muf. 

Fiir die Frage nach der Herkunft der bei der Warme- 
starre gebildeten Milchsaure sind vielleicht die Glykogenwerte, 
die unter denselben Bedingungen wie die Milchséure- und 
Phosphorséurewerte gewonnen wurden, von Interesse. Man 
sieht zunachst, daf dort, wo unmittelbar nach der Zerkleinerung 
die geringste Glykogenmenge vorhanden war (Versuch 18 vom 
8. Sept.), das geringste Milchséuremaximum in Kochsalz- und 
Natriumbicarbonatlésung gefunden wurde. In Versuch 21 (24. 
Okt.), wo die Muskeln einen Glykogengehalt von tiber 1,3°/o 
hatten, wurden bei der Warmestarre unter Bicarbonatzusatz 
904 mg°/o Milchséure gebildet. Die Versuche 19 und 20 liegen 
in bezug auf ihren Anfangsglykogengehalt und ihr unter Bi- 
carbonatl6sung erreichtes Milchsiuremaximum in der Mitte 
zwischen den beiden eben genannten Versuchen. (Versuch 20 
zeigt bei etwas geringerem Glykogengehalt eine etwas stirkere 
Milchséurebildung als Versuch 19.) 

Ebenso wie durch Bicarbonatzusatz eine stirkere Milch- 
sdurebildung bei der Warmestarre erzielt wird, tritt in der 
Bicarbonatlésung ein weit starkeres Verschwinden von Gly- 
klogen als in der Kochsalzlésung auf (Kolonne 10 u. 11). 

Vergleicht man die Milchséurebildung in Kolonne 12 und 
13 mit dem Glykogenverlust in Kolonne 17 und 18, so sieht 
man, daf der Glykogenverlust zum Teil grofer, zum Teil geringer 
ist, als die Milchséurebildung. Auch fiir die Mehrbildung von 
Milchsaéure (Kolonne 14) und den Mehrverlust von Glykogen 
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(Kolonne 19) durch den Natriumbicarbonatzusatz gilt das gleiche. 
Wenn sich hier streng gesetzmabige Beziehungen zwischen 
Milchsiurebildung und Glykogenschwund nicht feststellen lassen, 
so beruht das mOglicherweise darauf, daB der jeweilige Gly- 
kogengehalt keineswegs ein vollstandiges Bild von dem Kohlen- 
hydratbestand des Muskels gibt. 

Hier ist den Ausfiihrungen von Parnas und Wagner’) 
in einer Arbeit, die seit der Vornahme meiner Versuche er- 
schienen ist, unbedingt zuzustimmen. 





Bei der Besprechung der Gesamtergebnisse dieser Arbeit 
méchte ich zuniichst auf das Verhalten der Phosphorsiéure 
eingehen. 

Es zeigte sich, dafB die am ruhenden Muskel gefundenen 
Phosphorsiurewerte mit einer Ausnahme einander auferordent- 
lich &hnlich waren, trotzdem die Versuche zu sehr verschie- 
denen Jahreszeiten angestellt wurden. Sie schwankten, wenn 
man das Ergebnis dieses einen Versuches nicht beriicksichtigt, 
zwischen 239 und 299 mg°/o (Tab. I). Durch direkte elek- 
trische Reizung bis zur Erschépfung geleistete Muskeltatigkeit 
rief keinerlei Veriinderung im Phosphorsaurebestand des Muskels 
hervor. Wiirmestarre im morphologisch intakten Muskel fiihrte 
bei 6 untersuchten Fiillen fiinfmal zu einer deutlichen Phos- 
phorséurebildung, die zwischen 89 und 21 mg°/o schwankte. 
(Versuche 1, 2, 4, 6, 7 (Tab. I.) 

Erheblich gréfer war die Phosphorsdurebildung nach 
vorangehender Zerkleinerung des Muskels; in drei Versuchen, 
die im Juni angestellt wurden, schwankte sie zwischen 57 
und 179 mg°/o (Tabelle II, Versuche 8—10), wahrend drei 
im Oktober unter den gleichen Bedingungen vorgenommene 
Versuche eine Phosphorsaurebildung von 153—180 mg°/o auf- 
wiesen (bezw. unter Beriicksichtigung der niedrigeren unter 
Bicarbonatzusatz erhaltenen Werte von 72—180 mg°/o). 

Die Phosphorsiiurebildung verliéuft sehr rasch. In drei 
darauf untersuchten Fallen war sie nach einstiindiger Warme- 
starre villig oder fast véllig abgeschlossen. 


') Parnas u. Wagner, Bioch. Zeitschr., Bd. 61, S. 387, 1914. 
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Zu dem von mir gewonnenen Ergebnis, dafs die Menge der an- 
organischen Phosphorsiure bei der Warmestarre zunimmt, stehen die 
Angaben von Parnas und Wagner’) im Widerspruch, die auf Grund 
der Mitteilung Embdens?) tber die Bildung aquimolekularer Milchsiure- 
und Phosphorsiuremengen im Warmbliitermuskelprefsaft die Phosphor- 
siiure in ruhenden, tatigen und warmestarren Froschmuskeln bestimmten. 
Sie fanden weder bei der Titigkeit noch bei der Wirmestarre eine Zu- 
nahme der Phosphorsdure. 

Wodurch diese Abweichung bedingt ist, ist einstweilen schwer zu 
beurteilen. Zum Teil ist sie wohl dadurch hervorgerufen, daf{§ Parnas 
und Wagner ihre Wiarmestarreversuche nur am ganzen Schenkel vor- 
nahmen, wo die Phosphorsdurebildung durch Warmestarre merklich ge- 
ringer als im Muskelbrei ist. Auch die von Parnas und Wagner und 
von mir angewandte Methode der Phosphorsaurebestimmung war in einigen 
Punkten verschieden. Namentlich haben die eben genannten Autoren 
die Froschmuskeln nach ihrer Abtétung durch Zerdriicken unter eiskaltem 
Alkohol kurze Zeil (etwa 1 Minute) mit siedendem Wasser behandelt, 
und den wissrigen Muskelextrakt, in dem schlieflich die Phosphorsaéure- 
bestimmung vorgenommen wurde, auf dem Wasserbade eingedampft. 

Ob dieses Erwarmen schon zu einer Abspaltung anorganischer 
Phosphorsdure aus organischen Phosphorverbindungen fiihrt, entzieht sich 
einstweilen der Beurteilung. Hier sei nur erwihnt, dafs in einem aus 
Muskelprefisaft vom Hunde gewonnenen, entquecksilberten und _ neu- 
tralisierten Schenckfiltrat durch Kochen wahrend einer Minute und Ein- 
engen der mit etwas Essigsiure angesduerten Liésung auf dem Wasser- 
bade eine geringe aber deutliche Vermehrung der Phosphorsdure auftrat. 
Rechnet man die von Parnas und Wagner an frischen und die damit 
praktisch tibereinstimmenden Werte fiir anorganische Phosphorséure an 
wairmestarren Muskeln auf H,PO, um, so sieht man, dafs die niedrigste 
am frischen Muskel gewonnene Analysenzahl*) (I. c. S. 415, Tab. 14, 
Versuch 70) = 0,354"/o H,PO,, die héchste = 0,392°%o H,PO, ist. In 
meinen Versuchen an ruhenden, ohne vorheriges Zerhacken in der ein- 
gangs geschilderten Weise verarbeiteten Muskel schwankt der Gehalt an 
anorganischer H,PO, in 6 von 7 Versuchen nur zwischen 0,239 und 
0,299 °%o. (Tab. I.) Nur der mehrfach erwahnte Versuch 5, der einzige 


>. « 

2) Embden, G. Verhandlgg. d. dtsch. Kongr. f. inn. Med., Wies- 
baden, 1913. 

*) Ob Parnas und Wagner, die nach einer Vorschrift von Macleod 
arbeiteten (Macleod, Z. f. physiol. Chem. Bd. 28, S. 538, 1899), die 
Molybdatfallung der Phosphorséure in der Warme oder in der Kalte vor- 
nahmen, geht aus ihren Angaben und aus denen Macleods nicht hervor. 
Es scheint fast, als ob wenigstens Macleod diese Fallung in der Warme 


ausfiihrte (I. c., S. 539). 
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der ganzen Arbeit, in dem keine Zunahme der Phosphorsaure beobachtet 
werden konnte, zeigte frisch untersucht 0,358 °/o Phosphorsiure, was den 
niedrigeren von Parnas und Wagner ermittelten Werten etwa ent- 


spricht. 

Die nach vorangehender Wirmestarre von mir am ganzen Muskel 
gewonnenen Phosphorsdurezahlen sind nicht héher, sondern gréftenteils 
deutlich niedriger, als die Warmestarrewerte von Parnas und Wagner, 
wobei allerdings zu bemerken ist, dafs die genannten Autoren die Muskeln 
vorher abpraparierten, also bis zu einem gewissen Grade mechanisch 


schadigten. 
Die wihrend des Sommers an Muskeln sofort nach der Zerkleinerung 


erhaltenen Phosphorséurewerte (Tab. II, Versuch 8—10) sind, wie bereits 
erwihnt, merklich héher, als die am nicht mechanisch geschadigten 
Muskel. Der hichste dieser Werte (Versuch 9) betragt 0,358°/o. Der 
Phosphorsauregehalt des zerkleinerten Muskels nach einstiindiger Warme- 
starre in physiologischer Kochsalzlésung betragt im Juni wie im Oktober 
etwa 0,4°/o (0,384 °/o in Versuch 21 bis 0,423°/o in Versuch 8); also auch 
der Phosphorséuregehalt nach Warmestarre am zerkleinerten Muskel geht 
nicht oder nur wenig tiber die von Parnas und Wagner an frischen 
Muskeln gefundenen Werte hinaus. 

Die Phosphorsaurebildung bei der Warmestarre moéchte 
ich auf Grund der vorstehenden Versuche fiir eine gesicherte 
Tatsache halten. Sie ist offenbar stirker, wenn die Warme- 
starre auf vorher zerhackte Muskeln einwirkt, als wenn man 
die morphologisch intakten Muskeln warmestarr werden aft. 
Hingegen kann bei direkter faradischer Reizung der Muskulatur 
bis zur Erschépfung keinerlei Phosphorséurebildung erzielt 
werden. 

Die Phosphorsadurebildung im warmestarren Muskel ist 
ein sehr rasch verlaufender Vorgang, der meist schon nach 
einer Stunde abgeschlossen ist. 

An sich ist natiirlich das Auftreten von Phosphorsiéure 
neben Milchsaiure bei der Warmestarre kein Beweis dafiir, 
daB beide derselben Quelle entstammen. Im Zusammenhalt 
mit den Untersuchungen von Embden, Griesbach und 
Schmitz muf8 aber sehr an diese Moglichkeit gedacht werden. 

In der Arbeit der eben erwahnten Autoren wurde aus- 
gefiihrt, daB das Lactacidogen in gewisser Weise als Uber- 
trigersubstanz betrachtet werden kann, in dem Sinne, dab 
kleine Mengen von Phosphorséure grofe Mengen von Kohlen- 
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hydrat unter intermediirer Bindung an das letztere in Milch- 
siure iiberfiihren kénnten. Ob bei dieser Umwandlung von 
Kohlenhydrat in Milchséure unter intermediiirer Bildung kohlen- 
hydratphosphorsdureartiger Verbindungen Phosphorsiure frei 
wird oder nicht, hingt davon ab, ob die Geschwindigkeit des 
<dissimilatorischen» Zerfalls in Milchséure und Phosphorsiure 
jene der «assimilatorischen» Kohlenhydratphosphorsaéurebildung 
iibertrifft oder nicht. 

Gerade mit dieser Vorstellung sind nun die Ergebnisse 
meiner Versuche sehr gut vereinbar. Am isolierten, tétigen 
Froschschenkel kommt es trotz starker Milchsiiurebildung viel- 
leicht deswegen nicht zur Phosphorsiiurebildung, weil hier am 
relativ intakten Muskel die synthetische Funktion der Kohlen- 
hydratphosphorsdurebildung noch sehr vollkommen erhalten ist. 

Wird die Warmestarre am ganzen Muskel vorgenommen, 
so kommt es unter deutlich erkennbarer struktureller Schidigung 
des Muskelgewebes zu einer Phosphorsiurebildung von meist 
nicht sehr betrachtlichem Umfang. 

Werden schon vor Einleitung der Warmestarre schwerere 
Schaédigungen der Struktur durch Zerhacken des Muskels her- 
vorgerufen, so wird die Phosphorsiiurebildung merklich starker. 
Es scheint also, als ob wirklich die Phosphorsiiurebildung 
durch Widrmestarre umso starker wird, je schwerer der Muskel 
geschddigt und je mehr deswegen der Verlauf der assimi- 
latorischen Funktionen verlangsamt ist. 

Ganz eindeutig sind die Ergebnisse, die beziiglich der 
Milchséurebildung durch Warmestrarre gewonnen wurden. Zu- 
satz von Natriumbikarbonatlésung zum Muskelbrei steigert den 
Umfang der Milchsaéurebildung beim Erwirmen auf 45° immer 
sehr deutlich. 

Das Milchséurebildungsmaximum kommt offenbar dadurch 
zustande, dafi bei einer gewissen Séuberung eine Selbsthem- 
mung der Milchsiureproduktion eintritt. 

Nach den Versuchen von Fletcher und Hopkins ist 
das Milchsiuremaximum an Herbstfréschen gré8er als bei 
Frihjahrsfréschen. Aus den vorstehenden Versuchen geht 
hervor, daB auch der die Milchsiure steigernde EinfluB von 
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Tabelle 5. Protokollauszug. 
Mus- |Volumen| Be- Gewo- Ver- 
iad kel- . der nutztes genes brauchte 
. Datum Behandlung ge- |Schenck-| Filtrat Mc. P.O N/10-Jod- 
Nr. wicht| fallung je 82%! lésung ; 
g ccm ccm mg ccm : 
Ruhe 95 | 500 140 | 77,9 | 0,95 ‘ 
Tatigkeit 89 | 400 110 70,7 7,7 | 
1 | 16,/1V. 13 Warmestarre 81 500 140 89,1 21,15 
Ruhe 7 | 500 130 69,8 me 
Tatigkeit 100 | 500 140 | 768 | 120 
2 22. u. Wiarmestarre 93 500 130 84,1 19,9 
26.,/IV. 13 
Ruhe 95 500 200 110,2 4,0 
Titigkeit 81 500 200 102,0 11,45 
3 | 3./VI. 14 Wirmestarre 50 500 200 87,8 12,75 
Ruhe 52 600 250 62,3 1,3 
4 30. u. Wiarmestarre 421/2, 400 160 57,0 20,6 
31./1. 13 
Ruhe 59 400 160 95,9 1,8 
5 | 24./[1. 13 Wiirmestarre 49 | 400 160 77,7 22.1 
Ruhe 50 | 400 150 | 638 | — 
6 | 1,/IV. 18 Wiarmestarre 61 400 150 83.2 — 
Ruhe 49 400 160 53,2 — 
7 | 4,/IV. 13 Wirmestarre 47 400 160 61,0 — 
Sofort 50 500 200 65,3 41 
1 Std. Wairmestarre| 50 500 200 96,2 18,8 
in Kochsalz 
2 Std. Wirmestarre| 50 500 200 97,2 19,8 
in Kochsalz 
1 Std. Wiirmestarre| 50 500 200 | 103,6 | 28,9 : 
in Bicarbonat ; 
8 |20./VI. 13] 2 Std. Wirmestarre | 50 500 200 105,8 29,4 i 
in Bicarbonat ; 
Sofort 50 500 200 81,3 5,2 ‘ 
1 Std. Warmestarre| 50 | 550 230 | 98,5 | 19,7 i 
in Kochsalz i 
2 Std. Wirmestarre) 50 | 500 200 | 95,4 | 18,3 
in Kochsalz i 
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Protokollauszug (Fortsetzung). 
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Mus- Volumen Gewo- Ver- 
is kel- der | nutztes genes brauchte 
_ | Datum Behandlung ge- |Schenck-! Filtrat N/19-Jod- 
Nr, wicht} fallung | je Mg,P,0, lésung 
g g ccm mg ccm 
9 |27./VI. 13] 2 Std. Wairmestarre| 50 500 200 98,3 27,4 
in Bicarbonat 
Sofort 50 300 120 77,0 3,4 
1 Std. Warmestarre| 50 500 200 95,5 18,2 
in Kochsalz 
2 Std. Warmestarre| 50 500 200 95,9 16,4 
in Kochsalz 
1 Std. Warmestarre|} 50 500 200 99,1 27,0 
in Bicarbonat 
10 |1./VII. 13 ]2 Std. Warmestarre | 50 500 200 97,3 25,1 
in Bicarbonat 
1 Std. Warmestarre} 50 400 150 ~~ 14,0 
in Kochsalz 
11 | 29./1V.13]1 Std. Wirmestarre! 50 400 160 — 28,3 
in 2°/o Bicarbonat 
1 Std. Warmestarre} 50 500 200 _- 13,8 
in Kochsalz 
12 | 6/V.13 |14 Std. Wirmestarre| 50 500 200 — 23,0 
in 1°%o Bicarbonat 
1 Std. Warmestarre| 50 500 200 — 14,7 
in Kochsalz 
1 Std. Warmestarre| 50 500 200 _- 20,9 
in 1°/o Bicarbonat 
13 | 14,/V. 13] 4 Std. Warmestarre| 50 | 400 160 — 24,4 
in 2°/o Bicarbonat 
1 Std. Warmestarre} 50 500 200 -- 12,9 
in Kochsalz 
1 Std. Warmestarre | 50 500 200 — 23,5 
in 1°%o Bicarbonat 
14 | 20./V.13]1 Std. Warmestarre | 50 500 200 — 24,3 
in 2°/o Bicarbonat 
1 Std. Wairmestarre | 50 500 200 — 13,1 
in Kochsalz 
15 | 27./V.13]1 Std. Warmestarre| 50 500 200 — 22,3 
in 2°/o Bicarbonat 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCIII. 6 
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Tabelle 5. 


Protokollauszug (Fortsetzung). 
































| Mus- ‘Volumen | Be- | Gewo- Ver- 
— kel- der | nutztes genes brauchte 
Ny Datum Behandlung ge- |Schenck-! Filtrat Mc.P.0 N/19-Jod- 
it wicht| faillung | je [| S2r2\'7)  Jésung 
g ccm | ccm mg ccm 
| 2Std.Warmestarre) 50 | 500 | 200 | — | 454 
| in Kochsalz 
16 | 7./VI, 13 [2 Std. Wairmestarre| 50 500 200 — 23.3 
| in 2°’o Bicarbonat 
| 1 Std. Wirmestarre| 50 | 500 | 200 - 12,75 
| in Kochsalz 
17 | 3,/VI. 14]41 Std. Warmestarre| 50 | 500 | 200 i 19,75 
in 2°/o Bicarbonat 
Sofort 25 150 110 — 5,1 
Warmestarre 25 225 180 — 15,0 
| in Kochsalz 
18 | 8/IX.13| Warmestarre | 25 | 225 | 190 — | one 
in Bicarbonat 
Sofort 50 500 200 50,0 2,7 
Wiarmestarre 50 500 200 90,8 20,05 
| in Kochsalz 
19 | 10./X. 13 Wirmestarre 50 500 200 84,6 33,0 
| in Bicarbonat 
Sofort 50 500 200 52,0 3,0 
Wiirmestarre 50 500 200 87,4 17,2 
in Kochsalz 
20 | 17/X.13| Wéarmestarre | 50 | 520 | 200 | 72,7 | 343 
| in Bicarbonat 
Sofort 50 500 200 52,4 2,9 
| Wirmestarre | 50 | 500 | 200 | 872 | 178 
in Kochsalz 
91 | 24./X. 13 Warmestarre 50 500 200 68,7 M),2 
| in Bicarbonat 
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Alkali am ausgesprochensten im Herbst ist, wo der Glykogen- 
vorrat der Froschmuskulatur am gr6Bten ist. Es konnte auch 
festgestellt werden, daB mit der Mehrbildung von Milchséure 
durch Bicarbonatzusatz ein Mehrverlust von Glykogen ver- 
bunden ist. Wenn sich hier zwischen Milchsiiurebildung und 
Glykogenverlust keine streng gesetzmafigen Beziehungen er- 
geben, so liegt das wohl in erster Linie daran, da der 
Glykogengehalt kein zuverlassiger MaBstab fiir den Gesamt- 
kohlenhydratbestand des Muskels ist. (Siehe hieriiber nament- 
lich Parnas und Wagner l. c.) 

Im ganzen sind die Versuche der vorliegenden Arbeit 
jedenfalls mit der Vorstellung vereinbar, dais auch im querge- 
streiften Muskel des Frosches der Abbau der Kohlenhydrate 
unter intermediirer Bindung an Phosphorsidure erfolgt. Streng 
beweisend sind meine Versuche in dieser Richtung nicht. 

Ganz sicher liefe sich dieser Beweis wohl nur durch die 
Isolierung einer lactacidogenartigen Substanz aus den Frosch- 
muskeln erbringen. 
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Uber Milchsdure- und Phosphorsdurebildung im Karpfenmuskel. 


Von 
Martha Cohn. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1914.) 


Aus der voranstehenden Arbeit von F. Laquer geht 
hervor, daB die Milchsiiurebildung im Froschmuskel unter 
gewissen Umstianden von einer sehr erheblichen Phosphor- 
siurebildung begleitet ist. 

Zwar gelang es Laquer nicht, durch elektrische Reizung 
von Froschschenkeln bis zur Erschépfung, die bekanntlich mit 
einer sehr erheblichen Milchséurebildung verbunden ist, eine 
Vermehrung des Phosphorsduregehaltes zu erzielen. Dagegen 
trat Phosphorsiurebildung bei der Wiarmestarre ein, namentlich 
wenn deren Einleitung eine mechanische Schédigung der Mus- 
kulatur durch Zerkleinerung vorangegangen war. 

Die Phosphorsaurebildung in der Froschmuskulatur kommt, 
ebenso wie die Milchsaéurebildung, in kiirzester Zeit zum Ab- 
schlub. 

In der genannten Arbeit wurde ausgefiihrt, daf das eben 
geschilderte Verhalten der Froschmuskulatur im Einklang steht 
mit der Annahme einer dem Lactacidogen des Warmbliiter- 
muskels ihnlichen Milchsaurevorstufe. 

Bei der Tatigkeit der Froschmuskulatur hilt nach dieser 
Vorstellung die Synthese von Kohlenhydrat mit Phosphorsaure 
(oder einem organischen Phosphorsiurerest), der Spaltung der 
Kohlenhydratphosphorséure in Milchséure und Phosphorsaéure 
das Gleichgewicht, oder, anders ausgedriickt, der assimilatorische 
Vorgang der Synthese von Kohlenhydrat mit Phosphorsaéure 
vermag den dissimilatorischen der Kohlenhydratphosphorsaure- 


spaltung zu kompensieren. 
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Je mehr durch chemisch oder mechanisch bedingte Struktur- 
schidigung die Bedingungen fiir die Assimilation verschlechtert 
werden, umsomehr tritt die Phosphorsiiurebildung in die Er- 
scheinung. 

Es lag nun nahe zu untersuchen, ob auch der PreBsaft 
aus Kaltbliitermuskulatur in ihnlicher Weise, wie es bei dem 
aus quergestreiften Warmbliitermuskel gewonnenen der Fall 
ist, unter geeigneten Versuchsbedingungen Milchsiure und 
Phosphorsaure bildet. 

Derartige Versuche habe ich auf Veranlassung von Pro- 
fessor Embden unternommen. 

Wegen der Schwierigkeit der Beschaffung einer fiir die 
Gewinnung grofer PreSsaftmengen ausreichenden Quantitat 
von Froschmuskeln verwandte ich die Muskulatur von Fischen, 
und zwar bisher ausschlieBlich die des Flufikarpfens. 

Die Prefsaftgewinnung erfolgte ganz ahnlich wie in den 
friiheren Versuchen mit Hundemuskulatur. Unmittelbar nach 
Tétung des Karpfens durch Nackenstich wurde die Haut ab- 
gezogen und die abgeschnittene Muskulatur mit einer durch 
Kaltemischung gekiihlten Hackmaschine zerkleinert. Nach dem 
Verreiben des gekiihlten Muskelbreis mit Quarzsand und Kiesel- 
guhr und der Auspressung des Muskels mit der Buchnerschen 
Presse wurde der in eisgekihlten sterilen Gefafen aufgefangene 
PreBsaft genau, wie friiher beschrieben, teils sofort mit 2°/oiger 
Salzsiure und 5°/oiger Quecksilberchloridlésung unter drei- 
facher Verdiinnung gefallt, teils blieb er unter Zusatz einer 
gentigenden Menge gesittigter Natriumbicarbonatlésung wahrend 
60—120 Minuten bei 40° stehen. Der Bicarbonatzusatz war 
stets so grob, dai blaues Lackmuspapier nicht mehr gerotet 
wurde. 

In den am nachsten Tage gewonnenen entquecksilberten 
und von Schwefelwasserstoff befreiten Prefsaftfiltraten wurden 
in der friiher geschilderten Weise Milchsiure und Phosphor- 
siure bestimmt. Alle Bestimmungen wurden, wo nicht aus- 
driicklich anderes vermerkt ist, an 100 cem Filtrat angestellt. 

Die Ergebnisse dieser Versuche sind aus der nach- 
stehenden Tabelle 1 ersichtlich. 
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Die Kolonnen 2—4 dieser Tabelle enthalten einige Einzel- 
heiten der Versuchsanordnung. Aus den Kolonnen 5 und 6 
ist der Milchséuregehalt von 100 ccm Prefsaft vor und nach 
dem Stehen bei 40° ersichtlich, aus den Kolonnen 7 und 8 
die entsprechenden Werte fiir Phosphorsaure. 

Betrachten wir zuniichst die Milchséurewerte, so sehen 
wir, dafi in den meisten Versuchen die Milchsaurebestimmung 
in dem Prefsaft nach dem Stehen Werte ergab, die ganz 
wenig hoher liegen, als die fiir den sofort verarbeiteten An- 
satz ermittelten. Ganz dhnlich wie in den friiher von Cohn 
und Meyer ausgefitihrten Versuchen am Uterusprefisaft liegen 
die Unterschiede an sich innerhalb den Fehlergrenzen der 
sestimmung, doch weist die Gleichsinnigkeit fast siimtlicher 
Versuchsresultate (nur die eine Doppelbestimmung in Versuch 6 
macht davon eine Ausnahme) darauf hin, daf wirklich der 
Milchsaiuregehalt beim Stehen des Karpfenprefsaftes um ein 
ganz Geringes zunahm. 

Auch der Phosphorsiuregehalt nahm in drei von den 
vier Versuchen, in denen Phosphorsaéurebestimmungen ausge- 
fiihrt wurden (Versuche 3, 4, 6 der Tabelle I) ein wenig zu, 
doch liegt auch diese Zunahme mit Ausnahme von Versuch 6 
anniihernd innerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung. 

Zwischen dem Verhalten der Karpfenmuskulatur und 
Hundemuskulatur, deren Prefsaft so betrachtliche Milchsaure- 
und Phosphorsiiuremengen bildet, besteht also ein wesentlicher 
Unterschied. 

Dieser Unterschied konnte durch sehr verschiedene Um- 
stiinde bedingt sein. Es war denkbar, daf lactacidogenartige 
Substanzen sich im Karpfenmuskel tiberhaupt nicht fanden, 
oder nicht in den Prebsaft tibergegangen waren. 

Auch die Méglichkeit, da8 die fiir die Umwandlung der 
in Frage kommenden Kohlenhydratphosphorséureverbindung in 
Milchsiiure und Phosphorsiiure notwendigen Fermente im Pref- 
saft fehlten, oder da® sie unter den gewdahlten Versuchs- 
bedingungen(Temperatur, Alkalescenz usw.) nicht zur Wirksamkeit 
gelangt waren, mute in Erwiigung gezogen werden. 

Zwei Versuche, die ich unter Zusatz von Hexosephosphat 
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ganz in der friiher geschilderten Weise anstellte, ergaben, 
dafi KarpfenmuskelpreBbsaft den Abbau dieser Kohlenhydrat- 
phosphorsiiure zu Michséiure und Phosphorsiure auBerordentlich 
leicht vollzieht. 

Wahrend in Versuch 5 im Leerversuche héchstens eine 
minimale Milchsiurebildung eingetreten war (Kolonne 9), zeigte 
der mit Hexosephosphat versetzte Prefsaftanteil ein Ansteigen 
der Milchsiure um etwa 0,1°/o. Die Phosphorséurebildung, 
die in den Leerversuchen nur sehr geringfiigig gewesen war, 
betrug in diesem Zusatzversuch 0,116°/o (Kolonne 16). 

Von ihnlicher GréBenordnung wie in Versuch 5 ist die 
unter der Einwirkung von Hexosephosphat erfolgte Milchséure- 
und Phosphorsiurebildung in Versuch 6. 

Da hiernach die fiir die Milchséiure- und Phosphorsiure- 
hildung aus Lactacidogen notwendigen Fermente im Prefsaft 
allem Anschein nach vorhanden und unter den von mir ge- 
wihlten Versuchsbedingungen wirksam waren, mufte ange- 
nommen werden, daf das fast vdllige Ausbleiben der Milch- 
siure- und Phosphorsiurebildung in den Leerversuchen durch 
den Mangel des Prefsaftes an milchsaéure- und phosphorsiure- 
bildender Substanz bedingt war. 

Fehlte nun das Lactacidogen im quergestreiften Karpfen- 
muskel wirklich von vorneherein, oder war es nur aus irgend 
einem Grunde nicht in den Prefbsaft gegangen? 

Hieriiber versuchte ich Aufschlu8 zu gewinnen durch 
eine Versuchsanordnung, die der friiher von Laquer am 
Froschmuskel und von Meyer und mir!) an der Muskulatur 
des Uterus angewandten vollig gleich war. Ich bestimmte den 
Milchsiéiure- und Phosphorséuregehalt des unter Kiihlung der 
Hackmaschine gewonnenen Karpfenmuskelbreis sofort und nach 
einstiindigem Stehen bei 45° in Kochsalzlésung von 0,7°o 
oder Natriumbicarbonatlosung von 2°/o. 

Diese Versuche sind in Tabelle 2 aufgefiihrt. Ein Ver- 
gleich der Kolonnen 2, 3 und 4 ergibt, dafb der Karpfenmuskel 
unter diesen Versuchsbedingungen ganz ahnlich wie die Frosch- 





1) Cohn, Martha und Meyer, Rudolf, diese Zeitschrift, dieser 
Band, §. 46. 
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Menge!) Zu- | Ohne Hexosephosphat 
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ates ree ee | ilchséure 10sphorséure In 100 ccm 
| Pref | munge | saft B in 100 ccm in 100 ccm ioe 
dt | saftes gesittig- blieb des des ieadeatieal 
| fiir | ter Na-| iin nach - | nach rebsaftes B, 
, = bei en dem noms | de neugebildete || 
Ver- | jeden | trium- oi oe 8 
~ | | verar- | Stehen | Verat- | Stehen | 
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sofort —— | sofort ar beng neugebildete Bemerkungen 
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tm bei 40° | | bei 40° | 
? teten j|verarbei-| teten | verarbei-| Milch- ‘Phosphor- 
| teten | afte.| teten | 
Prefisaftes p opsaftes  efsaftes Prefsaftes| sows sies 
at A, B, A, B, | 
L g g |} g | g g g 
ai | Zu den Phosphorsiure- 
|| ~— — — | — — — bestimmungen je 90 ccm 
: | Filtrat. 
ig]. | 
| | Die Milchsdéure wurde in 
, a a = _ a a 80 ccm Filtrat bestimmt. 
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D | ” hanes a _ es -_ in 90 cem Filtrat bestimmt. 
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| Als Milchséiurewert fiir 
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| 
| Als Phosphorséiurewert 
| fir A mit Zusatz von 
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0 im Leerversuch ermittelte 
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muskulatur in der voranstehenden Arbeit von Laquer,!) wenn 
auch nicht in vodllig gleichem Umfange, Milchsiiure bildet. 

Zusatz von Natriumbicarbonat steigert auch hier die 
Milchsaurebildung sehr deutlich.?) Auch die Phosphorsiure- 
bildung, die in den Pref saftversuchen nur eben angedeutet 
war, erreicht in den Breiversuchen recht erheoliche Werte 
(annihernd 0,065°/o in Versuch 8, Kolonne 10; bis etwa 0,1°/o 
in den Versuchen 7 und 9, Kolonne 10), wobei der Ersatz 
der Kochsalzl6sung durch Natriumbicarbonatlésung keinen 
gesetzmiafigen Einflu{8 erkennen laBt. 

In den unter Alkalizusatz ausgefiihrten Versuchen tiber- 
wiegt iiberall die Milchsaéurebildung die Phosphorsdurebildung 
ganz betriichtlich. 

Natiirlich beweist die Tatsache, dai im Prefsaft aus 
Karpfenmuskel die Milchsaéure- und Phosphorséurebildung fast 
ausbleibt, wiihrend in den Breiversuchen beide Sauren reichlich 
gebildet werden, durchaus nicht, daf Milchséure und Phosphor- 
siiure im Karpfenmuskel derselben Quelle entstammen. 

Immerhin stimmen meine Beobachtungen aufs beste mit 
der Annahme tiberein, da8 auch im Karpfenmuskel der Abbau 
der Kohlenhydrate zu Milchséiure durch eine Bindung des 
Kohlenhydrats an Phosphorsaure eingeleitet wird, und dafi ein 
Vorrat einer derartigen lactacidogenartigen Substanz auch im 
quergestreiften Karpfenmuskel abgelagert ist. 

In ihrem Verhalten bei der Milchséure- und Phosphor- 
siurebildung ist die quergestreifte Karpfenmuskulatur von der 
Skelettmuskulatur des Hundes dadurch unterschieden, dab, 
wie aus den oben mitgeteilten Versuchen hervorgeht, ihr Preb- 
saft nur sehr geringe Mengen Milchsiiure und Phosphorsiure 
entstehen lat, offenbar deswegen, weil die milchsiiure- und 
phosphorsiiurebildende Substanz im PreBriickstande zuriick- 
gehalten wird. 

Damit stimmt tberein, daf in zwei Versuchen, in 
denen ich die anorganische und die Gesamtphosphorsiiure im 
Schenck-Filtrat bestimmte, die Werte fiir die anorganische 





) Laquer, F, 
2) Siehe Laquer, l.c., S. 69. 
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Phosphorsiéure fast die fiir die Gesamtphosphorsaure ermit- 
telten erreichten, d. h., es war nur sehr wenig organische 
Phosphorsiiure im Schenck-Filtrat enthalten. 

In Versuch 9 waren in das Schenck-Filtrat, auf den 
Muskelprebsaft bezogen im Mittel aus je zwei gut tberein- 
stimmenden Parallelbestimmungen 

0,4431°/o Gesamtphosphorsiure 
und 0,4127°/o anorganische Phosphorsaure 
iibergegangen, d. h. wenig mehr als 0,03°/o organische Phosphor- 
saure. 
In dem zweiten Versuche war der entsprechende Wert 
0),4998°/o Gesamtphosphorsiure 
und 0,4415°/o anorganische Phosphorsiure, 
es waren also etwa 0,058°/o organische Phosphorsiure in das 
Schenck-Filtrat iibergegangen. 

Das Lactacidogen geht mOdglicherweise deswegen nur so 
unvollkommen in den Prefisaft des Karpfenmuskels tiber, weil 
es irgendwie an hochmolekulare Substanzen, z. B. Eiweib- 
kérper gebunden ist,!) von denen der Gesamtmolekularkomplex 
des Lactacidogens nur schwer abgespalten wird, und es wire 
denkbar, dafi umgekehrt durch das Fehlen oder die leichte 
Spaltbarkeit einer derartigen Bindung im Hundemuskel der 
hier reichlich erfolgende Ubertritt des Lactacidogens in den 
Prefsaft bedingt ist. 

In ihrem Verhalten beziiglich der Milchséure- und Phos- 
phorsdurebildung unterscheidet sich die Karpfenmuskulatur 
ebensosehr wie von der quergestreiften Muskulatur, auch 
von der glatten Muskulatur des Saugetiers. Denn bei der 
Karpfenmuskulatur zeigt zwar der Prefsaft nur eine sehr ge- 
ringfiigige Milchsiiure- und Phosphorsiurebildung, im Muskelbrei 
treten aber bei kurzem Stehen beide Séuren reichlich auf. 

Zerkleinerte Uterusmuskulatur zeigt ebensowenig wie 
Uterusprebsaft eine irgend erhebliche Milchsaurebildung, wahrend 
Phosphorsiiurebildung in allerdings nicht sehr betrachtlichem 


') Hier sei daran erinnert, dafs sich im Prefisaft aus Hundemuskeln 
keine in Betracht kommende Menge an Eiweifi gebundenen Phosphors 
findet. Siehe nachfolgende Arbeit von Embden und Laquer. 
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Umfange sowohl im Prefsaft wie in der zerkleinerten Uterus- 
muskulatur auftritt, in der letzteren anscheinend etwas stiirker. 

Gemeinsam kommt den PreBsiften aus der quergestreiften 
Muskulatur und der Uterusmuskulatur des Siiugetiers sowie 
auch aus der quergestreiften Muskulatur des Karpfens, die 
Fahigkeit zu, Hexosephosphat zu Milchsiure und Phosphorsiure 
abzubauen. 

Wihrend allem Anschein nach der Gehalt an Lactacidogen 
und auch seine Bindungsweise innerhalb derselben Tierreihe 
bei verschiedenen Arten von Muskelgewebe und auch bei mor- 
phologisch sehr ahnlicher Muskulatur innerhalb verschiedener 
Tierklassen mindestens ein sehr verschiedener sein kann, ist 
offenbar die Fahigkeit, Hexosephosphorsiiure fermentativ unter 
Milchséure- und Phosphorsdéurebildung zu spalten, eine weit- 
verbreitete. 

Die wesentlichsten Ergebnisse der voranstehenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1. PreBsaft aus den Skelettmuskeln des Karpfens bildet 
im Gegensatz zu Hundemuskelprefsaft bei kurzem Stehen héch- 
stens ganz geringfiigige Milchséure- und Phosphorsiuremengen. 

2. Hexosephosphorsiéure wird durch Karpfenmuskelpreb- 
saft wahrend kurzem Stehen bei 40° ebenso wie durch den 
Prefsaft aus quergestreiften Hundemuskeln und aus der glatten 
Uterusmuskulatur von Kiihen in Milchséure und Phosphorsaure 
gespalten. 

3. Zerkleinerte Karpfenmuskulatur bildet ebenso wie die 
Muskulatur des Frosches reichlich Milchsaure!) und Phosphor- 
siure. ?) 





‘) Fletcher und Hopkins, Lacticacid on amphebian muscle 
Journ. of Physiol., Bd. 35, 1907, S. 247. 
*) Laquer, F., l.c¢. 
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Gustav Embden und Fritz Laquer. 





(Aus dem chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22. September 1914.) 


In einer voranstehenden Arbeit konnten wir zeigen, da8 
Prefsaft aus Skelettmuskeln vom Hunde bei kurzdauerndem 
Stehen neben dem bereits friiher beschriebenen Auftreten von 
Milchséure eine reichliche Bildung von anorganischer Phos- 
phorsiiure aufweist. 

Unter gewissen Versuchsbedingungen war die Menge der 
gebildeten Phosphorséiure, wenigstens in der tiberwiegenden 
Mehrzahl der Versuche, der gebildeten Milchsiure praktisch 
iiquimolekular. Wir schlossen daraus, daB das Lactacidogen, 
zu dessen Annahme bereits friihere Versuche von Embden, 
Kalberlah und Engel’) gefiihrt hatten, eine organische 
Phosphorsaureverbindung ist, die — anscheinend auf fermen- 
tativem Wege — unter Bildung von Milchsdure und Phosphor- 
siure gespalten werden kann. 

Wir bemiihten uns auch bereits in der eingangs erwihnten 
Arbeit, bis zu einem gewissen Grade Aufschlufi tiber die 
chemische Natur des Lactacidogens zu gewinnen. 

Zu diesem Zwecke setzten wir zunichst verschiedene 
als Bestandteile des tierischen Organismus bekannte organische 
Phosphorséureverbindungen dem Muskelprefsaft zu, in der 
Hoffnung, durch derartige Zusatze eine Vermehrung der Milch- 
siiure- und Phosphorsiurebildung im Prefsaft zu erzielen. 


') Embden, Kalberlah und Engel, Biochem. Zeitschr., Bd. 45, 
S. 45, 1912. 
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Aber ebensowenig, wie es Embden, Kalberlah und 
Engel sowie Kura Kondo’) gelungen war, durch Zusatz 
von Traubenzucker, Glykogen, Inosit oder Alanin eine ver- 
mehrte Milchsiurebildung zu erzielen, fiihrten die Versuche von 
Embden, Griesbach und Schmitz unter Zusatz verschiedener 
Nucleinséuren (Tymonucleinséure, Hefenucleinsiure, Inosin- 
siure) von Thyminsaure und von Phytin zu einem positiven 
Ergebnis. Weder wurde aus einer der zugesetzten Substanzen 
unter den von uns gewiihlten Versuchsbedingungen Milchsaure, 
noch Phosphorsiiure gebildet. Ebensowenig handelte es sich 
offenbar um eine Substanz phosphatidartiger Natur. 

Dagegen gelang es uns, durch den Zusatz einer anderen 
Substanz ohne weiteres den Umfang der Milchsiiure- und Phos- 
phorsiéurebildung zu steigern. Das Vorkommen dieser Substanz, 
der Hexosediphosphorsiure, ist zwar fir den Tierk6rper nicht 
bekannt, doch kommt ihr offenbar als intermediairem Produkt 
bei der alkoholischen Girung der Hefe eine hohe Bedeutung 
zu. Als einziger von allen bisher untersuchten K6érpern ver- 
mag diese, bei der Hefegiirung gebildete Hexosephosphorsiiure 
die Milchsaurebildung und auch die Phosphorsdurebildung im 
Muskelprefsaft zu steigern. 

Diese Tatsache fiihrte uns zu der Vermutung, daB das 
Lactacidogen eine der Hexosephosphorséure verwandte Substanz 
sei, und dafi dem Lactacidogen fiir den Kohlenhydratabbau 
im quergestreiften Muskel eine d&hnliche Bedeutung zufiele, 
wie der Hexosephosphorsiure bei der Hefegiirung. Wir stellten 
uns hierbei vor, daf} fiir die Spaltung der Hexuse unter Auf- 
treten von Milchsiiure ihre vorherige Bindung an Phosphor- 
siure oder einen organischen Phosphorsiiurerest ebensosehr 
Vorbedingung sei, wie es allem Anschein nach die Bildung 
von Hexosephosphorsiiure aus Hexose und Phosphorsiure fiir 
die Alkohol- und Kohlensaurebildung durch Hefe ist. 

Wir gaben ferner der Vermutung Ausdruck, daf das 


Lactacidogen als Ubertrigersubstanz anzusehen sei, in dem 
Sinne, dafi beim intramuskuléren Kohlenhydratabbau immer 





'' Kura Kondo, Biochem. Zeitschr., Bd. 43, S. 63, 1912, 
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neues Kohlenhydrat sich mit der gleichen Phosphorsaure') 
paart, um erst durch diese Paarung dem fermentativen Abbau 
zu Milchsaéure zugiinglich zu werden. 

In weiteren Untersuchungen von R. Meyer und M. Cohn 
konnte alsdann gezeigt werden, dai Prefsaft aus der glatten 
Muskulatur des Uterus sich ganz wesentlich von dem aus quer- 
gestreiften Muskeln unterscheidet. 

Hier findet im Gegensatz zu der reichlichen Milchséure- 
und Phosphorséurebildung in dem aus quergestreiften Muskeln 
gewonnenen Prefsaft eine kaum merkliche Bildung von 
Milchsaéure und nur eine ziemlich geringftigige Phosphorsdéure- 
bildung statt. 

Offenbar handelt es sich hierbei nicht um einen Mangel 
an den entsprechenden Fermenten; vielmehr konnte Hage- 
mann zeigen, dafs UteruspreBsaft mindestens ebenso stark wie 
Prefsaft aus Skelettmuskeln zugesetztes Hexosephosphat zu 
Milchsiure und Phosphorséure abzubauen vermag. 

Wenn aus den Versuchen von Meyer und Cohn her- 
vorgeht, dai keineswegs in jeder Muskulatur die von uns als 
Lactacidogen bezeichnete Substanz abgelagert ist, so zeigten 
die in einer voranstehenden Arbeit niedergelegten Untersuchungen 
von F, Laquer, dai unter geeigneten Versuchsbedingungen 
auch in quergestreiften Muskeln des Frosches neben der seit 
langem bekannten und namentlich durch Fletcher und Hopkins 
studierten Milchsiurebildung eine solche von Phosphor- 
siiure auftritt. 

Das Ausbleiben der Phosphorsiurebildung bei der ein- 
fachen Tiitigkeit isolierter Froschmuskeln, die bekanntlich mit 
einer ganz wesentlichen Milchsaurebildung verkniipft ist, er- 
klirt sich vielleicht so; daB unter diesen physiologischen oder 
nahezu physiologischen Bedingungen die assimilatorische An- 
lagerung von Kohlenhydrat an Phosphorséure der dissimi- 
latorischen Spaltung von Lactacidogen zu Milchsaéure und Phos- 
phorsiiure die Wage hilt. Damit stimmt aufs Beste tiberein, 
daB die Wirmestarre, die mit einer wesentlichen Storung der 
normalen morphologischen und chemischen Struktur verbunden 


‘) resp. dem gleichen organischen Phosphorsaurerest. 
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ist, so gut wie regelmaBig auch zu Phosphorsdurebildung fiihrt, 
und dai diese Phosphorséurebildung ganz wesentlich gesteigert 
wird, wenn man die mit der Wirmestarre verbundene Struktur- 
schidigung durch vorherige Zerkleinerung der Muskeln ver- 
mehrt. Ja, es gewann den Anschein, als ob schon die Muskel- 
zerkleinerung an sich das Auftreten gewisser Phosphorsdure- 
mengen herbeifiihrt. 

Jedenfalls stehen auch die von Laquer am Frosche ge- 
wonnenen Untersuchungsergebnisse mit der Annahme im Ein- 
klang, dafi das Lactacidogen eine der Hexosephosphorsiiure 
ahnliche organische Phosphorséureverbindung ist. 

So einleuchtend die in den bisherigen Untersuchungen 
mitgeteilten Tatsachen es erscheinen lassen, dafi das Lacta- 
cidogen ein der Hexosephosphorséure nahestehender Koérper 
ist, und dafi der Kohlenhydratabbau im Muskel ganz oder teil- 
weise unter intermedidrer Bindung an Phosphorsiure erfolgt, 
so sind die bisher hierfiir beigebrachten Tatsachen nicht un- 
bedingt beweisend, oder die Beweisfiihrung ist doch eine mehr 
indirekte. 

Der eindeutige und direkte Beweis fiir das Vorhandensein 
von Lactacidogen in der Muskulatur kann natiirlich nur durch 
seine Isolierung aus dem Muskel erbracht werden. 

Die Isolierung des Lactacidogens ist das Ziel der vor- 
liegenden Untersuchung. Dieses Ziel ist zwar bisher nicht im 
strengen Sinne des Wortes erreicht, d. h. es ist einstweilen 
nicht gelungen, das Lactacidogen in analysenreiner Form zu 
gewinnen. 

Wenn wir dennoch bereits jetzt unsere Versuche ver- 
Offentlichen, so geschieht es, weil wir glauben, daf sie bereits 
im jetzigen Stadium eine sehr gewichtige Stiitze ftir die von 
uns geiiuberten Anschauungen iiber die Natur des Lactacidogens 
bilden. 

Gleich hier méchten wir die Fachgenossen bitten, uns 
die Fortfiihrung dieser Isolierungsversuche noch eine gewisse 
Zeit zu tiberlassen. 

Von vorneherein durften wir es als sicher annehmen, 
daS das Lactacidogen wenigstens zum Teil in den Prefsaft 


_ 
é 
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iibergeht, denn unsere Versuchsergebnisse tiber Milchsaure- 
und Phosphorséurebildung im Muskel waren ja zum groBten 
Teil an Prefbsiften gewonnen worden. 

Wir suchten nun zuniachst festzustellen, ob das Lacta- 
cidogen an Eiweifi gebunden ist und dementsprechend bei der 
Fillung nach Schenck in den EiweifSniederschlag tibergeht. 
Ohne weiteres lief sich zeigen, daB dies nicht der Fall ist. 
Der gesamte Phosphor des Prefsaftes geht némlich bei der 
Kiweibfillung mit Salzsiure und Sublimat nach Schenck in 
das Filtrat tiber, wie folgende Versuche zeigen: 


Versuch 1. 


Es wurden bei der Gesamtphosphorsaurebestimmung in 
100 ccm Vollprefsaft 0,539 bezw. 0,535 g H,PO,') im Mittel 
0,537 g gefunden. Fir die 100 ccm Prefisaft entsprechende 
Filtratmenge (300 ccm) wurde sehr anndhernd der gleiche 
Wert ermittelt (0,533 bezw. 0,542, im Mittel 0,538 g). 

Hiernach ist der Phosphorgehalt in 100 ccm Prefsaft 
demjenigen in der 100 ccm entsprechenden Filtratmenge der 
Schenck fillung gleich, an Eiweif gebundener Phosphor findet 
sich also in diesem Prefsaft tiberhaupt nicht in bestimmbarer 


Menge. 
Dieser Befund wurde in einem weiteren Versuch bestatigt. 


Versuch 2. 


Es betrug die Menge der Gesamtphosphorsiure eines 
Hundemuskelprefsaftes 0,591°/o bezw. 0,577°/o im Mittel 
0,584°/o. Gesamtphosphor im dreifach verdiinnten Schenck- 
filtrat fand sich, berechnet auf den urspriinglichen Vollprefsaft, 
0,557°/o bezw. 0,560°/c im Mittel 0,559°/o. Also auch hier 
war praktisch der ganze Phosphor des Vollprefsaftes in das 
Schenckfiltrat tibergegangen. 

Unter der Voraussetzung, daf die milchséurebildende 
Substanz tiberhaupt eine Phosphorverbindung ist, mufte sie 
also im Schenckfiltrat vorhanden sein. 





') Auch in der vorliegenden Arbeit berechnen wir alle Phosphor- 
und Phosphorséurebestimmungen als H,PQ,. 
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Nunmehr suchten wir die organisch gebundene Phosphor- 
siure in ahnlicher Weise, wie es z. B. bei der Darstellung 
von Inosinsdéure geschieht, d. h. durch Barytfillung, von der 
anorganischen zu trennen. Wir erwarteten, das Lactacidogen 
im Filtrate der Baryumfallung vorzufinden. Der nach Neu- 
mann bestimmte Gesamtphosphorsduregehalt in diesem Filtrate 
war aber geringer, als wir nach unseren Erfahrungen iiber 
die Menge der Lactacidogenphosphorsiiure im Muskelprefsaft 
vermutet hatten. 

Es mute also entweder schon bei der Barytfallung, die 
in der Kiilte vorgenommen war, Phosphorsaéure aus dem Lacta- 
cidogen abgespalten sein, oder das Lactacidogen war in die 
Barytfallung tibergegangen. 

Der mit kaltem Wasser auf der Nutsche oder mittels 
der Zentrifuge gewaschene Baryumniederschlag wurde in der 
Reibschale — in allen spiiteren Versuchen unter Eisktihlung 
— mit 25°/oiger Schwefelséure sorgfiltig zersetzt, bis stark 
mineralsaure Reaktion dauernd bestehen blieb, und eine durch 
Zentrifugieren gewonnene klare Fliissigkeitsprobe sich als ba- 
ryumfrei erwies. Nach Abtrennung des Baryumsulfats wurde 
in der gewonnenen Fliissigkeit der Gesamtphosphor und die 
anorganische Phosphorsiure bestimmt. Beide Bestimmungen 
wurden stets an gleichen Fliissigkeitsmengen — meist waren 
5 cem vollig ausreichend — vorgenommen. Die Bestimmung 
der Gesamtphosphorsiure geschah nach Neumann, jedoch 
wurde in einem Teil der Versuche der Phosphormolybdat- 
niederschlag in Ammonium-Magnesium-Phosphat tibergefiihrt 
und die Phosphorsdéure schlieBlich als Magnesiumpyrophosphat 
gewogen. Die Bestimmung der anorganischen Phosphorsaure 
geschah ganz in der von Embden, Griesbach und Schmitz 
fiir PreBsaftfiltrate geschilderten Weise. 

Wir lassen nunmehr die Ergebnisse einiger derartiger 
Bestimmungen folgen: 


Versuch 3. 


In der in der eben geschilderten Weise gewonnenen 
schwefelsauren Zersetzungsfliissigkeit wurde der Gesamtphosphor 


7* 
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und die anorganische Phosphorsiiure bestimmt. Es fanden sich 
0,585°/o Gesamtphosphorsiure und 0,275°/o anorganische 
Phosphorsiiure. Dementsprechend waren 0,310°/o oder fast 
53°/o der gesamten Phosphorséure in «organischer Bindung» 
vorhanden. ') 

Versuch 4. 

In einem weiteren Versuche wurden 10 ccm einer 
schwefelsauren Zersetzungsfliissigkeit, die aus einer einmal 
umgefiiilten Baryumfillung von Prebsaftfiltrat gewonnen war, 
mit Magnesiamixtur gefiillt und im Magnesiumniederschlag die 


Gesamtphosphorsiiure bestimmt. Es fanden sich — auf die 
Zersetzungsfliissigkeit bezogen — 0,427°/o H,PO,; im Filtrat 


der Magnesiafiillung 0,593°/0 H,PO,. In diesem Falle waren 
in der Baryumfiillung mindestens 60°/o der Gesamtphosphor- 
siure organisch gebunden. ?) 


Versuch 5D. 


Kin ganz entsprechendes Ergebnis fand sich in einem 
dritten Falle. Hier war die Baryumfillung des Prefsaftfiltrates 
unter besonders guter Kiihlung vorgenommen. Die siémtlichen 
Bestimmungen wurden gravimetrisch ausgefiihrt. Die Menge 
der Gesamtphosphorsiure in der Zersetzungsfliissigkeit betrug 
2,870°/o, die der anorganischen Phosphorsaure 0,905°/o. Dem- 
entsprechend waren 1,965°/o organische Phosphorsiiure vor- 
handen oder 68°/o der Gesamtphosphorséure der Zersetzungs- 
fliissigkeit. 

In weiteren Versuchen sahen wir davon ab, das Fleisch 
zu pressen, sondern zerkleinerten es nur modglichst schnell 


') Im Filtrate der ersten Magnesiafillung fanden sich nach der 
Veraschung 0,0361 ¢ H,PO, oder — auf die untersuchte Fliissigkeit be- 
zogen — 0,240 °/o. Die Summe der anorganischen Phosphorsaure : 0,275 °/o 
und der organischen Phosphorséure im Filtrate der ersten Magnesia- 
fillung: 0,240°%/o betrigt 0,515°/o, die Gesamtphosphorsaure, wie oben 
erwiihnt, 0,585°,0, so dafs in diesem Falle 0,070°/o organische Phosphor- 
siiure mit dem ersten Magnesianiederschlag ausgefallt war. 

*) Da der Phosphor der Magnesiafillung wahrscheinlich zum Teil 
auch organischer Natur war (siehe die vorangehende Fufnote), mufs dieser 
Wert fiir organische Phosphorsiiure als Minimalwert betrachtet werden. 
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und fein (in einem Teil der Versuche unter Kiihlung mit Eis) 
mit einer Fleischhackmaschine. Der so gewonnene Muskelbrei 
wurde mit dem dem Muskelgewichte entsprechenden Volumen 
4%/oiger Salzsiiure versetzt und blieb etwa eine halbe Stunde 
mit der Salzsiiure stehen, wobei die Muskulatur zu einer vo- 
luminésen teigigen Masse aufquoll. Nunmehr wurde die dem 
Muskelgewicht entsprechende Menge 5°/oiger Sublimatlisung 
unter starkem Riihren hinzugefiigt. Die Riihrung wurde ma- 
schinell mehrere (zwei- bis vier) Stunden fortgesetzt, wobei die 
Muskulatur sehr rasch entquoll. Die Fliissigkeit blieb iber Nacht 
im Eisschrank stehen. Das am nichsten Morgen durch Absaugen 
gewonnene eiweibfreie Filtrat wurde in der tblichen Weise 
entquecksilbert und vom Schwefelwasserstoff befreit. Diese 
Fliissigkeiten wurden ebenso wie die Prefsaftfiltrate zur Baryt- 
fillung verwendet. Fiir die Gewinnung der Baryumfillung in 
groBerem Mabstabe gingen wir stets direkt vom zerkleinerten 
Fleisch aus. Meist verwandten wir im Einzelversuch etwa 
5 kg Muskulatur. 
Versuch 6. 

Ein in der eben geschilderten Weise gewonnener Baryum- 
niederschlag wurde mit Schwefelsaéure zersetzt. Die Menge 
der Gesamtphosphorsiéure betrug 3,094°/o der untersuchten 
Fliissigkeit, die der anorganischen 2,194°/o. Dementsprechend 
die der organischen 0,900°/o der untersuchten Fliissigkeit oder 
etwa 29°/o der Gesamtphosphorsdure. 


Versuch 7. 


Ganz ahnlich wie die Hundemuskulatur verhielt sich auch 
Pferdefleisch, das méglichst rasch nach der Schlachtung ge- 
wonnen war und unter Eiskiihlung ins Institut gebracht wurde. 
Die Verarbeitung war die gleiche wie im vorigen Versuch. 
Die Zersetzungsfliissigkeit der Baryumfillung enthielt 2,898°/o 
Gesamtphosphorsiure und 1,986 °/o anorganische Phosphorsiiure, 
also 0,912°/o organische Phosphorséure = 31°/o der Gesamt- 
phosphorsiure. 

In einem weiteren, an Hundemuskeln vorgenommenem 
Versuch wurde ein ganz dhnliches Ergebnis gewonnen. 
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Wie man sieht, ist die Menge der bei der direkten Ver- 
arbeitung zerkleinerter Hundemuskulatur in die Baryumfallung 
iibergehenden organischen Phosphorsdure im Verhialtnis zur 
anorganischen merklich geringer als bei der Verarbeitung des 
Prefsaftes. Dies diirfte wohl darauf zuriickzufiihren sein, dah 
bei der Prefisaftgewinnung ein gréferer Teil der anorganischen 
Phosphorsaure in Form schwerloslicher Erdalkalisalze im Pref- 
riickstande verbleibt, wihrend bei dem direkten Versetzen des 
Fleisches mit verdinnter Salzsaure die Phophorséure leicht 
in Losung geht. 

Ubereinstimmend geht aus den eben besprochenen Ver- 
suchen hervor, daf die Baryumfallung aus den nach Schenck 
gewonnenen Muskelextrakten neben anorganischer Phosphor- 
siure sehr erhebliche, unter Umstianden (Prefsaftversuche) 
iiberwiegende Mengen organische Phosphorsdéure enthalt. 

Die durch Zersetzung der Barytfallung mit Schwefelsaure 
gewonnenen Fliissigkeiten zeigten einige sehr auffallige Kigen- 
schaften. 

Wir untersuchten zunichst ihr Verhalten gegen F ehling- 
sche Lésung. Regelmiifig zeigten sie ein ganz erhebliches Re- 
duktionsvermégen. In vielen Fallen bestimmten wir das Re- 
duktionsvermégen nach Maquenne!). Die Reduktion entsprach 
— auf Traubenzucker bezogen — Werten bis zu 0,5°/o. 

Mit a-Naphtol und Schwefelsadure trat intensive Violett- 
fairbung ein. 

Die Orcinreaktion war stets sehr stark positiv. Das spek- 
trale Verhalten der bei dieser Reaktion gewonnenen amyl- 
alkoholischen Ausziige unterschied sich nicht von dem der 
Pentosen. 

Mit Phenylhydrazin in essigsaurer L6sung erwarmt, bildeten 
sich osazonartige Verbindungen, die allerdings nur schwierig 
und unvollkommen zur Kristallisation zu bringen waren. An- 
scheinend enthielten diese Reaktionsprodukte organisch ge- 


bundenen Phosphor. 
Die untersuchten Lésungen waren fast stets optisch 


1) Siehe Griesbach und Strafiner, Diese Zeitschrift, Bd. 88, 
S. 199, 1913. 
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aktiv. Wenn die Verarbeitung an zerkleinertem Fleisch und 
unter sorgfaltiger Kiihlung vorgenommen wurde, drehten sie 
manchmal schwach, manchmal ganz erheblich (bis tiber 1°) im 
4dcem-Rohr nach links. Beim Sieden der schwefelsauren Lésung 
unter Riickflub, langsamer beim Erwiirmen auf Temperaturen 
wenig tiber 50° wird die Linksdrehung allmiihlich schwiicher, 
um schlieflich in eine immer deutlichere Rechtsdrehung iiber- 
zugehen, bis nach weiterem Erwdrmen die Rechtsdrehung 
unter Auftreten gefiirbter Zersetzungsprodukte wieder abnimmt. 
Wihrend des Siedens nimmt die Menge der anorganischen 
Phosphorsiiure, ebenso auch das Reduktionsvermégen allméhlich 
zu. Als Beispiele seien folgende zwei Versuche angefiihrt. 


Versuch 8. 


Es betrug die Drehung einer schwefelsauren Zersetzungs- 
fliissigkeit anfiinglich im 4dcm-Rohr —0,16°. Die stark schwe- 
felsaure Losung wurde auf 90° erwirmt. Nach 10 minuten- 
langem Erwarmen wurde ein Drehungswinkel von -+ 0,07° 


nach 20 Minuten » > » -—+0,28° 
» 30 » » » » —- 0),43° 
» 70 » » » »  -+0,73° 
abgelesen. 


Nunmehr wurde die Fliissigkeit 90 Minuten lang auf 
100° erwiirmt. Hiernach betrug die Drehung annéhernd -+- 1,0°. 


Versuch 9. 


Die schwefelsaure Zersetzungsfliissigkeit eines gewaschenen 
Barytniederschlags aus Pferdemuskulatur drehte im 4dcem-Rohr 
—1,35°. 

Sie wurde wahrend 50 Minuten unter RiickfluB im Sieden 
erhalten. Darnach betrug die Drehung 4-0,44°, nach weiterem 
einhalbstiindigem Sieden +-0,74°. Zu Beginn des Versuchs 
befanden sich in der Lésung 1,864°/o anorganischer Phosphor- 
sdure, nach 50 minutenlangem Erhitzen 2,332 °/o. 

Die Reduktion, auf Traubenzucker berechnet, hatte einen 
Anfangswert von 0,190. Sie war nach 50 Minuten auf 
0,459 °/o, nach weiteren 30 Minuten auf 0,528°/o gestiegen. 
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Von besonderer Bedeutung erschien uns die biologische 
Priifung der aus Barytfillungen gewonnenen Zersetzungsfliis- 
sigkeiten durch Muskelprefsaft. Es gelang ohne weiteres zu 
zeigen, daB die Barytfallung') den Umfang der Milchséure- 
bildung und in vielen Fallen auch die Phosphorsiéurebildung 
im Muskelprebsaft zu steigern vermag, wodurch sicher dar- 
getan ist, dai das Lactacidogen mit Baryum fiallbar ist. Ehe 
wir auf die an Prefsaften unter Zusatz von Lactacidogen- 
losungen gewonnenen Ergebnisse naher eingehen, méchten wir 
einige weitere Isolierungsversuche kurz besprechen. 

Zuniichst bemiihten wir uns, das Lactacidogen von der 
anorganischen Phosphorsaure zu trennen. Unter verschiedenen 
Bedingungen vorgenommene Versuche, die anorganische Phos- 
phorsiiure als Ammoniummagnesiumphosphat abzuscheiden, 
wihrend das Lactacidogen in Lésung blieb, fiihrten nicht zum 
Ziel, teils deswegen, weil das Lactacidogen — wenigstens zum 
Teil — auch bei Fiillung aus sehr verdiinnter Losung mit der 
anorganischen Posphorséure ausfiel, teils weil es allem An- 
scheine nach gegen die Behandlung mit stark ammoniakalischer 
L6sung auch bei sehr niederer Temperatur recht empfindlich ist. 

Auch Versuche, nach vorheriger Abscheidung der Phos- 
phorsaure als Ammoniumphosphormolybdat von anorganischer 
Phosphorsiiure freie Lactacidogenlosungen zu gewinnen, fiihrten 
einstweilen nicht zum Ziel. 

Die aus der Baryumfillung durch Zersetzen mit Schwefel- 
siiure gewonnenen Fliissigkeiten enthalten stets reichliche 
Mengen Magnesium, das natiirlich bei der Barytfaillung mit in 
den Niederschlag geht. Die Beseitigung des Magnesiums und 
der etwa noch anhaftenden geringen Mengen von Alkalisalzen 
gelingt leicht, wenn man die schwefelsauren aus der Baryum- 
fillung gewonnenen Loésungen mit Bleizucker fallt. Hierbei 
wird neben der Schwefelséure und der anorganischen Phosphor- 
siure auch die organische Phosphorséure zum weitaus groBten 
Teile ausgefillt. Vermeidet man bei der Bleizuckerfillung jeden 


1) Im folgenden gebrauchen wir den Ausdruck «Barytfallung> zum 
Teil, der Kiirze halber, auch fiir die aus der Barytfallung nach Besei- 
tigung des Baryums mit Schwefelsiure gewonnenen Fliissigkeiten. 








—— 
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erheblichen Uberschu8 des Fallungsmittels, so laf8t sich aus 
dem Filtrat durch vorsichtigen weiteren Zusatz von Bleiessig 
(oder Bleizucker) und Ammoniak eine Fillung erzeugen, die 
— bis auf manchmal noch vorhandene geringfiigige Spuren 
anorganischer Phosphorsiéiure — Phosphor ausschlieflich in 
organischer Bindung enthiilt. 

Im folgenden werden wir die beiden aus der Zersetzungs- 
fliissigkeit der Barytfaillung gewonnenen Bleifiillungen kurz als 
» Bleizuckerfillung« und »Bleiessigammoniakfillung« bezeichnen. 
Die Bleizuckerfillung wurde stets griindlich mit kaltem Wasser 
auf der Nutsche gewaschen, ein oder mehrere Male wurde sie 
wahrend des Waschens in der Reibschale sorgfaltig mit Wasser 
verrieben. Wird die Bleizuckerfallung wieder mit 25°/oiger 
Schwefelsiure in der Kialte zersetzt, wobei soviel Schwefel- 
siure hinzugefiigt wird, dafi kein Blei mehr in Losung ist, so 
erhill man wiederum eine stark reduzierende Fliissigkeit, die 
bis auf das Fehlen von Magnesium alle Eigenschaften der 
Barytfillung aufweist. Insbesondere wird Fehlingsche Lisung 
reduziert, es tritt starke Orcinreaktion ein, die Fliissigkeit ent- 
halt reichlich organische Phosphorsiiure und ist optisch aktiv. 

Nimmt man die Darstellung der Baryum- und Bleizucker- 
fallungen unter Vermeidung stirkeren Erwarmens vor, so dreht 
die Bleizuckerfillung nach links, im Gegensatz dazu weist die 
nach griindlichem Waschen des Bleiessigammoniakniederschlags 
mit kaltem Wasser durch langes Einleiten von Schwefelwasser- 
stoff in-die wassrige Suspension des Niederschlags gewonnene 
Fliissigkeit fast ausnahmslos Rechtsdrehung auf. Die Orcin- 
reaktion findet sich auch in der Bleizuckerammoniakfillung, 
wenn auch weit schwicher als in der Baryum- und Bleizucker- 
fallung. Das Reduktionsvermégen der zersetzten Bleiessig- 
ammoniakfillung ist oft ein ausserordentlich betrachtliches. 
Auch diese Fraktion bildet im Muskelprefsaft Milchséure, und 
unter gewissen Umstiinden auch Phosphorsiure. Dab die zer- 
setzte Bleiessigammoniakfallung Phosphorsiiure nur oder fast 
nur in organischer Bindung enthalt, wurde schon erwahnt. 

Sowohl aus zersetzten Bleizuckerfillungen, wie aus zer- 
setzten Bleiessigammoniakfallungen versuchten wir auf ver- 
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schiedene Weise, das Lactacidogen zur Abscheidung zu bringen, 
ohne bisher zu befriedigenden Ergebnissen zu gelangen. Wir 
wollen auf diese zahlreichen Versuche hier nicht weiter ein- 
gehen, sondern nur eine Versuchsanordnung schildern, die zu 
der Feststellung fiihrte, daB das Lactacidogen keineswegs die 
einzige organische Phosphorverbindung im Muskelextrakt ist, 
die mit Baryt und Bleizucker ausgefallt wird. 

Versetzt man die schwefelsaure Zersetzungsfliissigkeit 
aus der Bleizuckerfallung mit dem dreifachen Volumen Aceton, 
so erhilt man, falls die vorhergehende Verarbeitung rasch und 
unter ausreichender Kihlung erfolgte, einen reichlichen flockigen 
Niederschlag. Nach der Filtration auf der Nutsche und griind- 
lichem Waschen mit einer Mischung aus drei Teilen Aceton 
und einem Teil Wasser bis zur volligen Schwefelsdurefreiheit 
und Trocknung des Niederschlags durch Waschen mit Aceton, 
Aether und niedrig siedendem Petrolaither gewinnt man eine 
gelblich gefiirbte Substanz, die durch Lésung in ®/1-Schwefel- 
siiure und Wiederfillung mit Aceton gereinigt werden kann. 

In Wasser und Essigséure ist die Substanz nur duferst 
schwer loéslich. In Natronlauge l6st sie sich unter schéner Rot- 
fiirbung. Aus ihrer schwefelsauren Lésung ist sie mit Phos- 
phorwolframsiiure fillbar. Offenbar ist diese Substanz die 
Triigerin der Orcinreaktion in der Baryt- und Bleizuckerfiallung. 
Sie gibt diese Reaktion mit ganz ausserordentlicher Intensitat. 
Bei der Furfurolbestimmung nach dem Kroéber-Tollens’schen 
Verfahren liefert sie eine Furfurolmenge, die auf einen reich- 
lichen Pentosengehalt schlieBen 1a8t. Wir haben eine Reihe 
von Analysen der Substanz ausgefiihrt, auf die wir im ein- 
zelnen nicht eingehen wollen, weil wir, obwohl drei verschie- 
dene Priiparate sehr gut iibereinstimmende Phosphor- und Stick- 
stoff-, mehrere Priiparate auch gut stimmende Kohlenstoff- und 
Wasserstoffwerte lieferten, den K6érper noch nicht fiir vollig 
rein halten. Wir wollen nur hervorheben, daB er etwas tber 
13°/o P und annihernd 14°/o N enthielt und behalten uns 
weitere Versuche itiber seine Konstitution fiir eine besondere 
Arbeit vor. Wir wollen hier nur noch folgendes erwaéhnen: 

Die schwefelsaure Liésung der Substanz ist stark links- 
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drehend und reduziert Fehling’sche Lisung nicht. Beim Sieden 
mit verdiinnter Schwefelsaéure geht die Linksdrehung allmiahlich 
in Rechtsdrehung uber. Es tritt anorganische Phosphorsiiure 
auf und die LOsung gewinnt ein gewisses Reduktionsvermégen. 

Als __ stickstoffhaltiges Spaltungsprodukt der Substanz 
konnten wir mit ziemlicher Leichtigkeit reichliche Mengen von 
Adenin gewinnen. 

Die geschilderten Eigenschaften, namentlich das Vor- 
handensein organisch gebundener Phosphorsiiure, die deut- 
lichen Hinweise auf die Anwesenheit einer Pentosengruppe, 
sowie das Auftreten von Adenin bei der Siiurespaltung weisen 
darauf hin, dafi es sich hier um eine zur Gruppe der Nuclein- 
sduren gehorige Substanz handelt. Wir bitten die Fachgenossen, 
die weitere Bearbeitung auch dieses Ko6rpers uns fiir einige 
Zeit zu tiberlassen. 

Im Gegensatz zum Verhalten der Barytfillung, der Blei- 
zucker- und der Bleizuckerammonniakfillung erwies sich die 
eben geschilderte Substanz als unfihig, den Umfang der Milch- 
siure- und Phosphorséurebildung im Muskelprefsaft zu steigern. 

Wir gehen nunmehr zur Besprechung der Versuche iiber, 
in denen wir dem Muskelprefsaft Lactacidogenlésungen zufiigten. 

Alle Einzelversuche wurden an 80 ccm Prefsaft ange- 
stellt. Den Ansiitzen, die zum zweistiindigem Stehen bei 40° 
bestimmt waren, wurden 10 ccm gesattigter Natriumbicarbonat- 
losung hinzugefiigt, auBerdem eine Menge Ringerlésung (ohne 
Zucker und Bicarbonat), die der im Parallelversuch zugesetzten 
Lactacidogenlisung entsprach. Als Lactacidogenlésungen wurden 
zum Teil mit Schwefelséure zersetzte Baryt- oder Bleizucker- 
fallungen verwendet, die letzteren in einem Teil der Versuche 
nach Fallung mit dem dreifachen Volumen Aceton und Ent- 
fernung des Acetons aus dem Filtrat der Acetonfallung im 
Vakuum. In weiteren Versuchen dienten die mit Schwefel- 
wasserstoff zersetzten Bleiessigammoniakloésungen als Zusatz- 
substanz. 

Alle Losungen wurden vor dem Versuch sorgfaltig mit 
Natronlauge neutralisiert, so daB blaues Lakmuspapier eben 
gerade nicht mehr gerdtet wurde. Zwei Versuche wurden auch 
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mit der eben geschilderten, durch Aceton fillbaren Substanz 
vorgenommen, die zu dem Zwecke in Schwefelséure aufgelést 
und dann bis zu dem eben erwihnten Punkte mit Natronlauge 
versetzt worden war. Wie bereits erwahnt, war der Zusatz 
von Acetonfillung ohne merklichen Einflu8 auf den Umfang 
der Milchsaéure- und Phosphorsdurebildung. 

In der nachstehenden Tabelle sind aus den Kolonnen 
2—71) die ohne Zusatz von Lactacidogen gewonnenen Ergeb- 
nisse, aus den Kolonnen 8—13 die unter Zusatz von Lactaci- 
dogen gewonnenen Resultate ersichtlich. Die Stibe 6 und 7 
geben die Menge der in 100 ccm Prefisaft ohne Lactacidogen- 
zusatz neugebildeten Milchséure und Phosphorsaéure an, die 
entsprechenden unter Lactacidogenzusatz gewonnenen Werte 
finden sich in den Stiiben 12 und 13. 

Wie man sieht, trat unter dem Einflu6§ des Lactacidogen- 
zusatzes regelmifig eine zum Teil sehr erhebliche Mehrbildung 
von Milchsiiure ein. Das geht am besten aus Kolonne 14 hervor, 
in der diese Mehrbildung direkt berechnet ist. Mit Ausnahme 
von Versuch 14b liegt sie auBerhalb der Fehlergrenzen der 
Bestimmung. Ihr Umfang erreichte in einem allerdings aus der 
Reihe fallenden Versuch den Wert von nahezu 0,2 °/o. Ahn- 
lichen Werten werden wir bei etwas abweichender Versuchs- 
anordnung in einer nachfolgenden Arbeit begegnen. 

Auch die Phosphorsaurebildung ist in einem Teil der 
Versuche (Versuch 10, 11, 12, 13, 14b, 18, 20a) deutlich. In 
den iibrigen Versuchen wird durch Lactacidogenzusatz keine 
Mehrbildung von Phosphorséure hervorgerufen. In zwei Ver- 
suchen ist sogar die in dem Leerversuch erfolgende Bildung 
von Phosphorséure deutlich gehemmt (V. 14a und 22b). 

Da wir keine Ursache haben, das Ausbleiben der Phos- 
phorsiurebildung in einem grofen Teil der Versuche und die 
Hemmung der bereits im Leerversuch erfolgenden Phosphor- 
siiurebildung auf bestimmungstechnische Fehler zuriickzufihren, 


1) Die Leerwerte der ersten vier Versuche wurden bereits in der 
voranstehenden Arbeit von Embden, Griesbach und Schmitz an den 
aus den Bemerkungen zu den Einzelversuchen der Tabelle hervorgehenden 
Stellen verdéffentlicht. 
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miissen wir, unter der Voraussetzung, daf unsere Vorstellung 
von der Struktur des Lactacidogens richtig ist, annehmen, 
dai der Phosphorséurekomplex im Lactacidogen aufer an 
Kohlehydrat noch an eine andere Komponente gebunden ist, 
so dafi die Bildung von Milchséure nicht ohne weiteres mit einer 
Bildung von Phosphorséure verbunden zu sein braucht. Wir 
modchten glauben, dafi in einem Teil der Versuche der Salz- 
gehalt oder irgend eine andere Verunreinigung der Lactacidogen- 
l6sungen den totalen Zerfall des Lactacidogenmolekils unter 
Freiwerden von Phosphorsiure hemmten, so dafi die Bindung 
der Phosphorsiiure an die noch unbekannte Komponente_ be- 
stehen blieb. Fiir die Natur dieser noch unbekannten Kom- 
ponente des Lactacidogens haben wir keinerlei Anhaltspunkte 
gewonnen. 

In den Versuchen 19b und 22a wurde als Zusatzsubstanz 
der oben besprochene mit Aceton fallbare Korper aus der 
Bleizuckerfraktion verwendet. Er blieb, wie bereits erwahnt, 
ohne merklichen Einflu8B auf den Umfang der Milchsiiurebildung, 
in Versuch 19b blieb auch die Phosphorséurebildung unbeein- 
flu8t, wéahrend in Versuch 22a eine deutliche Hemmung der 
Phosphorsaurebildung eintrat. Jedenfalls wurde also das Frei- 
werden von Phosphorsiure aus den zugesetzten LOsungen in 
den positiv verlaufenden Versuchen nicht durch den Gehalt 
dieser Zusiitze an acetonfallbarer Substanz hervorgerufen. 

Wir wollen ausdriicklich hervorheben, dab auch in den 
Versuchen, die sowohl Milchsiéiure- wie Phosphorséurebildung 
aufweisen, ein strenger Parallelismus zwischen Milchséure und 
Phosphorsiéurebildung nicht vorhanden ist. In einem Teil der 
Versuche (Vers. 11, 13, 14b) iiberwiegt die Phosphorsiure- 
bildung, in einem anderen (Vers. 10, 12, 18, 20a) die Milch- 
sdiurebildung deutlich. Es ist wohl an die Moglichkeit zu denken, 
daB bei der Darstellung des Lactacidogens das Lactacidogen- 
molekiil bereits bis zu einem gewissen Grade veriindert wird, 
so daf es nicht mit der gleichen Vollkommenheit wie die von 
vorneherein im Muskelprefsaft vorhandene Substanz in Milch- 
siiure und Phosphorsiure zerfallt. Hieriiber wird wohl erst die 
Reindarstellung des Lactacidogens vollkommene Klarheit bringen. 
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Ta- 
8 | 9 | 
Ohne enabebeiiedia Mit 
Milchséure | Phaeton Milchsaure 
in 100 ccm | in 100 ccm In 100 ccm in 100 ccm 
" des des des des 
wi | | | Prefisaftes B 
des | sofort [nach _ sofort jnach dem neugebildete sofort [nach dem 
“ee a | Stehen Stehen Stehen 
verar- | bei 40°] YET | bei 40° verar- | bei 40° 
suchs] beiteten | verar- | beiteten | verar- Phos- | beiteten | yerar- 
Prefi- | beiteten Pref- beiteten | Milch- phor- Pref- beiteten 
saftes A | Preh- | saftes A| Preb- siiure : saftes A,| Preb- 
| saftes B saftes B saure saftes B, 
g | gg g g g g g g 
rs 
io | 03145 | 04306 | 0.1585 | 02748 | 0,161 | 01168 | 0,3261 | 9°04 
0,5083 
11 0,3982 0,5373 | 0,2092 0,3382 | 0,1391 0,1290 | 0,4279 0,6412 
, 0,5359 = 0,3614 0,0715 | 0,0850 
2 0,4644 , 0,2764 ' , , 0,4664 | 0,6068 
' : 0,5528 0.3646 | 0,0884 | 0,0882 
13 0.3145 | 0,3989 | 0,2552 | 0,3382 | 0,0844 | 00830 | 0.8260 | 0,4718 
lta | 0,4050 | 0,6939 
0.4280 | 0.5170 | 0,2637 | 0,3416 | 0,0890 | 0,0779 
14b 0,4414 | 0,5589 
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Ta-| belle. 
nee os ——————_—_—_=_=_=_____—_—_———————————————————— 
10 iiewnwi @ 14 | 15 16 
fit Lactacidogen 
_ 1) Phosphor- | Aus Lactacidogen 
siure =| In 100 ccm ; 
in 100 com | : in 100 ccm 
des - Prefsaft 
| nach | Prefsaftes B, bildet 
em sofort) dem : neugebiidete 
n ene IStehen| 2eUsebildete Bemerkungen 
yo b . bel 40°} 
ar wil ver- 
‘a teten | arbei-|__. Phos- Phos- 
on Pref- | teten Milch- | Milch- 
‘ saftes | Preb-| . phor- . phor- 
‘saftes | Sdure} | siiure a 
B, A, B sdure séure 
1 
| g | 8 - S u g 
2 | 10.4343} 0:5990 0,1781 0,1607] 0,0620 | 0,0444 Zum Zusatz wurde Barytfallung aus 
ae 0,5828/ 0,1822) 0.1485} 0.0661 | 0,0322 | Prefsaftfiltrat nach Zerlegung mit Schwe- 
| felsdure und Neutralisation der Ba-freien 
Lésung mit Natronlauge verwendet. 
| Leerversuch bereits als Versuch 48 der 
Tabelle 4 einer vorausstehenden Ar- 
beit von Embden, Griesbach und 
Schmitz verdffentlicht. 
2 |} 10,3847) 0,6230! 0,2183|0,2383] 0.0742 | 0,1093 Als Zusatzsubstanz einmal umge- 
fallte Ba-Fallung aus Prefsaftfiltrat von 
Hundemuskel, wie im vorigen Versuch 
zerlegt und neutralisiert. Leerversuch 
auch in Tabelle 4 von Embden, 
Griesbach und Schmitz als Ver- 
such 49 veriffentlicht. 
| | [0,5273) 0,6547] 0,1404| 0,1274] 99689 | 00424 | Al. Zusatzsubstanz Ba-Fillung aus 
0,0520 0,0392 | Schenckfiltrat von zerkleinerter Hun- 
demuskulatur. Leerversuch auch in 
Tabelle 4 von Embden, Griesbach 
und Schmitz Versuch 50. 

0,7170) 0,8985) 0,1458} 0,1815] 0.0614 | 0,0985 Herstellung der zugesetzten Lisung 
wie im vorigen Versuch. Leerversuch 
auch in der Arbeit von Embden, 
Griesbach und Schmitz Tabelle 4, 

Hemmung Versuch 51. 
10,8534) 0,8946 0,2889!) 0.0412] 0,1999! Shorsiure. | . Als Zusatzsubstanz Ba-Fallung aus 
bildung | Schenckfiltrat von  zerkleinerter 
Hundemuskulatur. 

15075) 1,6386| 0,1175| 0.1311] 0.0285 0,0532 Als Zusatzsubstanz bleifreie Blei- 

zuckerfillung. 





























112 Gustav Embden und Fritz Laquer, 
































Ohne Lactacidogen Mit L 
Milchséure Phosphorsiure | Milchsiure | 
in 100 ecm in 100 ccm | In 100 com in 100 ccm ‘ 
des des | des des 
Nr. | | |  Prefsaftes B | 
hen nach dem ‘nach dem | scaidliiliiadis iia ‘nach dem| @s' 
sofort Stehen Sctort | Gishen ° 0 | Stehen \ 
Ver- | verar- pei 409 -verar- | pei 40° | verar- | bei 40° | 7a 
| | ; 
suchs}| beiteten  verar- | beiteten | verar- | . | Phos- | beiteten | verar- te 
Prefi- | betteten Pref- | beiteten | Milch- | Prefi- | beiteten ||P 
ref- | . |) Pref- | eal . sa 
saftes A Pref | saftes A | ee | siiure | saftes A, Pref 
saftes B | | saftes B | | sfiure saftes B, 
g g | 8 s | ¢ | ¢ g g 
l | | | | | 
15 0.3834 | 0,5386 | 0,2283 | 03413 | 0.1552 0,1130 0,3982 0,6115 | q9, 
| | 
| 
iGa | | | | 0.3929 | 0.5494 |}, 
| | | | 
0,3929 | 04981 | 0.2330 | 0,8213 | 0,1052 0,0883 
| . | 
16b | | 0,3881 0,5238 | §%, 
| | 
| 
| 
l7a | 0,4408 0,5825 
0.4327 | 05258 | 0.2219 | 0,2938 | 0.0931 | 0,0719 
| Fi 
17b | | 0,4543 | 0,6014 JO, 
i 


18 0.5130 | 0.6318 | 0.3075 | 0.3804 | 0,1188 | 00729 | 0.5130 | 0,7162 9, 





| 
9a | 0,5744 | 0,8012 6, 


0.5420 | 0.6946 | 0.2658 | 0.4016 0.1526 | 0.1358 
19b | | (0,5420] | 0,7148 14: 


| 
| | | 
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0.6473 0.7123 0,1417 0.0650 
| | 





| 
j | | 
10,6240 0,6901 0.1471 0.0661 
Sty 
mm | | 
0.3170, 0,4201  0,2082 0,1031 
| 
Pf | 
| | | 
| | | 
= 0,7809 0,2268 0,1447 
| | | 
| 
42631 0,3936 0,1728 0,105 














0.0486 |Keine Mehr- 
; bildung 
0.0540 (Keine Mehr- 
bildung 
0.0844 | 0,0302 
0.0742 | Keine deut- 
me liche Mehr- 
bildung 
Keine deut-|Keine Mehr- 





liche Mehr- 
bildung 


bildung 
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] | | 
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je ca. 0,12 g Acetonfallung. 





| 40 | 11 | 12 | 13 14 15 16 
Lactacidogen 
Phosphor- | Aus Lactacidogen 
saure | In 100 ecm ' 
‘n 100 com | | in 100 cem 
des | “— Prefsaft 
| nach |Prefsaftes B, bildet 
sofort) dem |. =e neugepidete 
ver- stehen neugebildete Jemerkungen 
iiliad bei 40°) 
q al de 1 | ver- | | 
telen | arbei- 'Milch-| Pbos- . Phos- 
Prefi- teten | - | Milech- 
saftes | PreB- | os np | —— ee eed 
| saftes | a ee Saure oe 
AV | RB | siure siiure 
. oe a | 
se i@e€i;}eéi® 4 g 
4 rt | 
5 90,6420) 0,7551, 0,2183, 01131] 0.0581 | Keine Mehr- Als Zusatzsubstanz Ba-Fallung aus 
| ! | bildung. | pferdefleisch. 
| | | 
1,0193, 1,0896 0.1565 0,0703 0.0513 | Keine Mehr- Als Zusatzsubstanz schwefelsaure 
| | | bildung | Zersetzung eines Bleizuckernieder- 
| | | schlags, mit Natronlauge neutralisiert. 
0.2330, 0,3271, 0.1357, 0,0941] 0.0305 Keine Mehr- Als Zusatzsubstanz Bleiessig-Ammo- 
| | bildung . ets ee ; . 
| | | | | nlakfallung, nach der Entbleiung mit 
| | | | NaOH neutralisiert. Die Lésung ent- 


hielt 0,29°/o orgenische Phosphorsiure, 
nur Spuren anorganischer Phosphor- 
sdure. 


Zusatz: Bleizuckerfillung nach Ent- 
fernung der acctonfallbaren Substanz, 
mit Natronlauge neutralisiert. 


Dasselbe wie Versuch 8a, nur wurde 
die Hauptmenge der Schwefelsaure durch 
Baryt entfernt. 


Als Zusatzsubstanz Bleiessig-Ammo- 


niakfillung mit Natronlauge neutra- 
lisiert. 


Als Zusatzsubstanz Ba-Fiillung. 


Als Zusatzsubstanz zu A, und B, 
Fir den 
Milchséiuregehalt A, wurde der im Leer- 
versuch ermittelte eingesetzt. 
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Tabelle 
Ohne Lactacidogen Mit 
Milchséure Phosphorsaure Milchsaure j 
in 100 ccm in 100 ccm In 100 ccm in 100 ccm 
des des des des 
Nr. 
| Prefisaftes B 
des ‘nach dem| nach dem nach dem 
r neugebildete P 
sl sofort Siclion sofort Cita sofort Stehen 
verar- | pei 40° | Verar- | pei 40° verar- | bei 40° IIT, 
suchs} beiteten | verar- | beiteten | verar- . Phos- | beiteten | verar- t 
Prefi- | beiteten | Preb- beiteten | Milch- — Prefi- | beiteten fF] F 
Oo - 
saftes A| PreB- | sattes a} Pret- sdure . saftes A, Preh- His 
| saftes B saftes B sdure saftes B, 
} 
g | 8 g g g g g g 
2a 0,5211 0,7580 |10, 
0,5042 | 0,6743 | 0,2219 | 0,3926 | 0,1701 0,1707 
20b | 0,5137 | 0.7189 HO, 
| 
21a 0,4644 | 0,6440 
0,4630 | 0,5792 | — — 0,1162 -- 
21b | 0,4617 | 0,6224 | - 
| | 
228 | | oset1 | 0,7452 102 
| | 
| | | 
0,5211 | 0,7222 | 0,2182 | 0,4296 | 02011 | 0.2114 ) 
| | 
po : 
99 | | | 0,5251 | 0,7951 08 
! | | ; 
| | | 

















lle| (Fortsetzung). 
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Ait Lactacidogen 
- ~ Phosphor- Aus Lactacidogen 
saure In 100 com 
‘1 100 ccm : in 100 ccm 
des " Prefisaft 
/nach | Prefisaftes B, 
em| fsofort; dem neugebildete neugebfldete 
on yer- Stehen Bemerkungen 
0 hea bei 40° 
| ni ‘oii | 
r- teten |arbei-|.. | Phos- ; Phos- 
en |fi Pref-  teten Milch- | Milch- h 
| p be | phor- or- 
\- saftes | — siure | ” siure “ 
B, A, RB saiure saéure 
1 
g “ g nm A g 
80 |10,6631) 0.8840) 0,2369| 0,2209} 0.0668 | 0,0502 Als Zusatzsubstanz Barytfallung. 
89 {110.2277 0,3968) 0.2052) 0.1691] 0.0351 Keine Als Zuatzsubstanz Bleiessig-Ammo- 
iad Mehrbildung] niakfallung. Die Lésung enthielt 0,47 °/o 
organische Phosphorsaure. 
| 
40) aa — | 01796) — 0,0634 — Als Zusatzsubstanz Barytfallung. 
24} — | — |0,1607;) — 0,0445 on Als Zusatzsubstanz Bleiessig-Ammo- 
) niakfallung. 
: | 
no 
52 @p230) 0,3958) 0,2241) 0,1728) Keine teut- rane 0,5 g Acetonfallung in 20 ccm /s- 
bildung | phorsaure- | -H,SO, gelést und mit 27ccm 4/:-Natron- 
bildung | lauge neutralisiert, 47 ccm Flissigkeit. 
: Hiervon je 20 ccm als Zusatz. Als 
A-Wert der Milchsiure wurde der im 
i Leerversuch gefundene angenommen. 
: | 
| 
51 O36 ,8021| 0,2700) 0,1685} 0.0689 _—— Als Zusatzsubstanz: Filtrat der Ace- 
; | | phorsiure- tonfallung. 
| | bildung 
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Wir haben bereits in einer voranstehenden Arbeit die 
Vermutung ausgesproechen, dafi das Lactacidogen einen Kohlen- 
hydratphosphorsiurekomplex enthalt, und die Tatsache, dab 
sich durch Barytfillung sowie Bleifillung eine Fraktion ge- 
winnen lift, die allem Anschein nach ein reduzierendes, an 
Phosphorséure gebundenes Kohlenhydrat enthiilt, bildet eine 
wertvolle Stiitze fiir diese Vermutung. 

Freilich durfte aus dem bloBen Vorhandensein eines re- 
duzierenden, anscheinend an Phosphorsaéure gebundenen Kom- 
plexes in der Baryumfillung noch nicht geschlossen werden, 
dali gerade diese Verbindung als Quelle der Milchsiurebildung 
im Muskelprefisaft anzusehen sei. Wenn unsere Annahme zu- 
treffen sollte, so mute wihrend zweistiindigen Stehens von 
Muskelprefsaft bei 40° unter Natriumbicarbonatzusatz die von 
vorneherein aus ihm durch Baryumfallung darstellbare kohlen- 
hydratphosphorsiurehaltige Substanz stark abgenommen haben, 
da ja unter diesen Umstiinden die Milchséiure- und Phosphor- 
siurebildung im Muskelprefsaft im wesentlichen zum Abschluf 
gelangt ist. 

In den Versuchen 23 und 24 lief sich nun zeigen, dab 
in der Tat die erwihnte mit Baryt fallbare Substanz wahrend 
der genannten Versuchszeit nahezu vollig aus dem Prefsaft 
verschwindet. 


Versuch 23. 


480 ccm eines frisch unter Kiihlung gewonnenen Muskel- 
prefBsaftes wurden nach Schenck im Verhiiltnis 1:3 gefallt. 
480 ccm desselben Prefsaftes blieben unter Zusatz von 60 ccm 
gesattigter Natriumbicarbonatldsung wihrend 2 Stunden bel 
40° stehen und wurden dann ebenfalls unter dreifacher Ver- 
diinnung des urspriinglichen Prefsaftvolumens nach Schenck 
gefillt. 

Die Fliissigkeiten blieben tiber Nacht im Eisschrank. 
Gleiche, gemessene Mengen der am niachsten Morgen in be- 
kannter Weise gewonnenen Filtrate, je 1200 ccm, die je 
400 ccm MuskelpreBsaft entsprachen, wurden unter Eiskthlung 
mit gleichen Mengen (77 g) Atzbaryt vollkommen ausgefillt. 
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Unter dauernder Ktihlhaltung wurden die Barytniederschliige 
auf gleich grofen Nutschen abgesaugt und wiederholt mit 
gleichen Mengen gekiihiten Wassers gewaschen. Die Nieder- 
schlige wurden darauf unter Zusatz von 20 ccm Wasser in 
der Reibschale fein verteilt und unter sorgfiiltiger Eiskiihlung 
mit je 12 cem 25°/oiger Schwefelsiure zersetzt, so daB in 
beiden Fliissigkeiten Schwefelsiure im Uberschuf vorhanden 
war. Die schwefelsauren Zersetzungsfliissigkeiten wurden samt 
dem Baryumsulfatniederschlag auf 51 ccm aufgefiillt. Die nach 
Abtrennung des Baryumsulfats gewonnenen, klaren, schwach 
gelblich gefiirbten Fliissigkeiten wurden nach Maquenne ti- 
triert, wobei je 5 ccm der Fliissigkeiten verwendet wurden. 
In der aus dem sofort verarbeiteten Prefsaft gewonnenen 
Losung trat eine Reduktion auf, die einer Traubenzuckerlésung 
von 0,332°/o entsprach, waéhrend die Lésung, zu deren Ge- 
winnung der Prefsaft nach 2stiindigem Stehen bei 40° ge- 
dient hatte, nur eine ganz geringe Spur von Reduktionsver- 
mogen aufwies (rechnerisch gleich einer 0,022 °/oigen Trauben- 
zuckerlisung). 


Versuch 24. 


Eine Wiederholung des Versuchs fiihrte zu dem gleichen 
Ergebnis. Hier wurden nur je 1000 ccm des einer dreifachen 
Prefsaftverdiinnung entsprechenden Schenckfiltrates verar- 
beitet. Sonst waren alle Einzelheiten der Versuchsanordnung 
die gleichen wie in Versuch 23. Von den Endlésungen zeigte 
die aus dem sofort verarbeiteten PreBbsaft gewonnene Loisung A, 
bei der Titration nach Maquenne eine einer Traubenzucker- 
ldsung von 0,326°/o entsprechende Reduktion, in dem nach 
zweistiindigem Stehen bei 40° verarbeiteten Fliissigkeitsanteil 
(Lésung B) fand sich nur ein sehr geringes Reduktionsver- 
moégen (rechnerisch 0,035 °/o). 

Der Gesamtphosphorgehalt beider L6sungen war praktisch 
identisch : 2,442°/o H,PO, in Lésung A und 2,438 °/o in Lésung B. 
Die Menge der anorganischen Phosphorsdure hatte dagegen, 
wie das nicht anders zu erwarten war, beim Stehen erheblich 
zugenommen. Sie betrug in A 1,278°/o in B 1,800°/o. Dem- 
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zufolge waren von der Gesamtphosphorsdure des nach sofor- 
tiger Verarbeitung des Prefsaftes gewonnenen Barytnieder- 
schlags nahezu 48°/o organisch gebunden, von dem nach zwei- 
stiindigem Stehen bei 40° gewonnenen Niederschlag nur etwas 
iiber 26°/o. Die Abnahme der organischen Phosphorsadure 
um etwa 21,4°/o der Gesamtphosphorséure und um fast 45°/o 
der von vornherein vorhandenen organischen Phosphorséure 
wahrend des Stehens des Prefsaftes diirfte im wesentlichen 
auf Kosten von Lactacidogenphosphor erfolgt sein, wahrend 
der verbleibende organische Phosphor in der Hauptmenge wohl 
der nucleinsdureartigen, acetonfallbaren Substanz angehorte, 
die nach dem Ergebnis dieser Bestimmungen in dem vor- 
liegenden Versuche in etwas grOBerer Menge als das Lacta- 
cidogen vorhanden war. 

In den beiden eben beschriebenen Versuchen (Vers. 23 
u. 24) war die Endfliissigkeit sehr deutlich optisch aktiv und 
zwar linksdrehend. Die Linksdrehung der Losung B war stirker 
als die der Losung A. In Versuch 24 drehte Lésung A im 
4-dem-Rohr: —0,58°, Loésung B: —0,84°. 

Wir haben oben gesehen, daB die mit Aceton fallbare 
Substanz in saurer Loésung eine sehr betrachtliche Links- 
drehung aufweist. Die Zunahme der Linksdrehung wihrend 
des Stehens bei 40°, wobei dieser K6rper allem Anschein nach 
nicht angegriffen wird, darf wohl als ein Hinweis darauf be- 
trachtet werden, dafi das (wahrend des Stehens verschwindende) 
Lactacidogen nach rechts dreht. Hiermit stimmt die Tatsache 
iiberein, daf Bleizucker-Ammoniakliésungen, die anscheinend 
vollig oder anniéhernd frei von der eben erwdhnten nuclein- 
siiureartigen Substanz sind, tatsachlich starke Rechtsdrehung 
zeigen. Freilich ist mdglicherweise das Lactacidogen dieser 
Fillung schon etwas in seiner Zusammensetzung verandert.’) 

Das Verschwinden des mit Baryt fallbaren, reduzierenden, 
allem Anschein nach an Phosphorséure gebundenen Kohlen- 
hydratkomplexes bei denselben Versuchsbedingungen, unter 
denen die Milchséure- und Phosphorsiurebildung im Muskel- 





') Siehe die folgende Arbeit von Embden, Griesbach und 
Laquer. 
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preBsaft bis zu Ende ablauft, steht jedenfalls im besten Ein- 
klange mit der Annahme, da die erwihnte reduzierende 
Kohlenhydratphosphorsaureverbindung eben als die Quelle der 
Milchséure- und Phosphorsaure im Muskelprefisaft anzusehen ist. 

Die wesentlichsten Ergebnisse der vorliegenden Unter- 
suchung sind folgende: 

1. Aus eiweiffreien Extrakten von Muskelprefsaft oder 
zerkleinerter Muskulatur l48t sich durch Barytfallung ein 
Substanzgemenge gewinnen, das neben anorganischer Phos- 
phorsaure reichlich organisch gebundenen Phosphor enthalt. 

2. Die aus der Barytfallung durch Zersetzen mit Schwefel- 
siure gewonnene Fliissigkeit reduziert Fehlingsche Lésung 
sehr stark, gibt intensive Orcinreaktion, und ist stark optisch 
aktiv. 

3. Diese Fliissigkeit vermag die Milchséure- und Phos- 
phorsdurebildung im Muskelprefisaft unter geeigneten Versuchs- 
bedingungen zu steigern. Sie enthalt also das Lactacidogen. 

4, Das Lactacidogen ist aus der schwefelsauren Zersetzung 
der Baryumfillung auch mit Bleizucker fillbar. Bei der Blei- 
zuckerfallung gelost bleibendes Lactacidogen Ja8t sich durch 
Bleiessig und Ammoniak ausfallen. Auch die Zersetzungs- 
fliissigkeiten der Bleizuckerfallung und der Bleiessigammoniak- 
fallung steigern den Umfang der Milchséure- und Phosphor- 
siurebildung im Muskelprefsaft. 

5. Die mit Baryt fallbare reduzierende Substanz ver- 
schwindet durch zweistiindiges Stehen des Muskelprefsaftes 
bei 40° so gut wie vollstandig. 

Da unter den gleichen Versuchsbedingungen im Muskel- 
preBsaft die Milchsiure- und Phosphorsdurebildung abgelaufen 
ist, stimmt dieses Verhalten mit der Annahme iiberein, dab 
eben die baryumfadilbare reduzierende Substanz, in der die 
reduzierende Gruppe allem Anschein nach an Phosphorsiure 
gebunden ist, als das Lactacidogen anzusehen ist. 

6. Die Tatsache, dai in einem Teil der Versuche aus 
den zugesetzten Lactacidogenlésungen Milchséure gebildet 
wurde, ohne dafi eine entsprechende Menge Phosphorsiure 
frei wurde, spricht dafiir, daf die Phosphorsiure im Lacta- 
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cidogen auGer an Kohlenhydrat noch an einen anderen Mole- 
kularkomplex gebunden ist. 

7. Neben dem Lactacidogen enthiélt die Barytfillung 
sicherlich noch andere organische Phosphorverbindungen. Eine 
stickstoffhaltige derartige Verbindung konnte durch Fiillung 
der zersetzten Bleizuckerlésung mit Aceton dargestellt werden. 
Neben einem reichlichen Gehalt an organisch gebundener 
Phosphorsaure enthalt diese Substanz offenbar eine Pentose- 
gruppe. (Sie ist mOglicherweise die alleinige Triigerin der den 
Baryum- und Bleizuckerfallungen eigentiimlichen Orcinreaktion.) 

Als. stickstoffhaltiges Spaltungsprodukt konnte aus dem 
eben erwiahnten Korper Adenin gewonnen werden. Es handelt 
sich offenbar um eine nucleinsiureartige Substanz. Auf den 
Umfang der Milchséure- und Phosphorsiurebildung im Muskel- 
preBsaft ist sie ohne Einfluf. 


Analytische Belege. 


Versuch 1. 


Frischer, in der friiher beschriebenen Weise aus Hunde- 
muskeln gewonnener Prefisaft, wurde zum Teile mit dem 
gleichen Volumen 2°/oiger Salzséure und 5°/oigen Sublimats 
nach Schenck gefiallt. Je 50 ccm des entquecksilberten und 
vom Schwefelwasserstoff befreiten Filtrats, entsprechend 
50:3 ecm PreBsaft wurden mit Schwefelsiure und Salpeter- 
siiure nach Neumann verascht. Die Phosphorbestimmungen 
nach Neumann ergaben: 

Best. 1: /2-NaOH gebunden: 50,75 ccm = 0,533 %o H,PO, 

(berechnet auf 100 ccm Vollprefsaft). 
Best. 2: /e-NaOH gebunden: 51,6 ccm = 0,542 °%/o H,PQ,. 
Mittel: 0,537°o H,PO,. 

Von demselben Prefsaft wurden zweimal je 20 ccm Voll- 
preBsaft ebenso nach Neumann verascht und zur Bestimmung 
der Gesamtphosphorsdure verwendet: 


Best. 1: /e-NaOH gebunden: 61,6 ccm = 0,539 °/o H,PQ,. 
Best. 2: /2-NaOH gebunden: 61,1 com = 0,535 °/o H,PO,. 
Mittel: 0,537 °/o H,PQ,. 














RBI A Seay pan, 


Uber die Chemie des Lactacidogens, I. 121 


Versuch 2. 


Bei einer Wiederholung von Vers. 1, wobei der Molybdat- 
niederschlag in bekannter Weise in Ammoniummagnesium- 
phosphat tibergefiihrt wurde, und schlieBlich als Magnesium- 
pyrophosphat zur Wiigung gelangte, wurden gefunden in 60 ecm 
Schenckfiltrat (entsprechend 20 cem Prebsaft): 

Best. 1: gewogenes Mg,P,0,: 0,1266 g = 0,557°/o H,PO,. 
Best. 2: gewogenes Mg,P,0,: 0,1273 g = 0,560°/o H,PO,. 
Mittel: 0,559 °yo H,PQ,. 

In 20 ccm Voliprefsaft wurden gefunden: 

Best. 1: Mg,P,0,: 0,1342 g = 0,591 °/o H,PO,. 
Best. 2: Mg,P,0,: 0,1310 g = 0,577°/o H,PQ,. 
Mittel: 0,584°/o H,PQ,. 


ul 


Versuch 3. 


Je zweimal 15 ccm von der schwefelsauren Zersetzungs- 
fliissigkeit eines aus frischem PreBsaft gewonnenen Baryum- 
niederschlages nach Neumann zur Gesamtphosphorbestimmung 


verascht ergaben: 
Best. 1: "/2-NaOH gebunden: 50,2 ccm 
Best. 2: "2-NaOH gebunden: 50,0 ccm 
Mittel: 50,1 com = 0,585°%/o H,PQ,. 
Zweimal 15 ccm zur Bestimmung der anorganischen 


Phosphorsiure ergaben: 
Best. 1: Mg,P,0,: 0,0476 g 
Best. 2: > 0,0462 g 
Mittel: 0,0469 g — 0,275 °%o H,PO,. 


Versuch 4. 


Von der schwefelsauren Zersetzungsfliissigkeit eines einmal 
umgefillten Barytniederschlages wurden 10 ccm mit Magnesia- 
mixtur gefallt. Der mit 2°/oigem Ammoniak grtindlich ge- 
waschene Niederschlag wird nach Neumann verascht und 
zur Gesamtphosphorbestimmung benutzt : 

n/e-NaOH gebunden: 24,4 com = 0,427" H,PO,. 
Filtrat und Waschwasser, ebenfalls zur Gesamtphosphor- 


bestimmung verwandt, ergaben: 
n/e-NaOH gebunden: 33,9 com = 0,593 °/o H,PO,. 
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Versuch 5D. 


5 cem der schwefelsauren Zersetzung einer gutgewaschenen 
Barytfallung, die aus Schenckfiltrat von frischem Hundemuskel- 
preBsaft gewonnen war, wurden mit Wasser auf 50 ccm auf- 
gefiillt. In je 20 cem wurden Gesamtphosphor und anorganische 
Phosphorséure bestimmt: 

1. Gesamtphosphor (nach der Fallung der Phosphorsaure 
nach Neumann wurde der Molybdatniederschlag in verdiinn- 
tem Ammoniak gelést, und in bekannter Weise in NH,MgPO, 
iibergefiihrt, und dieses als Mg,P,0, gewogen): 

Mg,P,0,: 0,0652 g = 2,870%o H,PO,. 

2. Anorganischer Phosphor: 

My,P,0,: 0,0206 g = 0,905 °/o H,PO,. 


Versuch 6. 


In 5 ccm der schwefelsauren Zersetzung einer aus zer- 
kleinertem Hundefleisch gewonnenen Barytfallung wurden ge- 
funden: 

1. Gesamtphosphor: 

Gebunden "/s-NaOH: 88,4 ccm = 3,094 °/o H,PQ,. 


2. Anorganischer Phosphor: 
Mg,P,0,: 0,1246 g = 2,1940%o H,PQ,. 


Versuch 7. 


In je 5 ccm der schwefelsauren Zersetzung einer aus 
zerkleinertem Pferdefleisch gewonnenen Barytfallung wurden 
gefunden : 

1. Gesamtphosphor: 

Gebunden "/s-NaOH: 82,8 ccm = 2,898°/o H,PQ,. 


2. Anorganischer Phosphor: 
Mg,P,0,: 0,1128 g = 1,956 %o H,POQ,. 


Versuch 24. 


Es wurden gefunden in je 5 ccm der schwefelsauren 
Zersetzungsfliissigkeiten von Barytfallungen: 
A. (Sofort nach Schenck gefiallter PreBsaft): 
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1. Gesamtphosphor: 
Mg,P,0,: 0,1387 g = 2,442°o H,PQ,. 
2. Anorganischer Phosphor: 
Mg,P,0,: 0,0726 g = 1,278%o H,PO,. 


B. (Nach zweistiindigem Stehen bei 40° nach Schenck 
gefallter Prefisaft): 


1. Gesamtphosphor: 

Mg,P,0,: 0,1384 g = 2,438 H,PQ,. 
2. Anorganischer Phosphor: 

Mg,P,0,: 0,1022 g = 1,800°%o H,PO,. 

















Uber den Abbau von Hexosephosphorsdure und Lactacidogen 
durch einige Organprefisafte. 


Von 
Gustav Embden, Walter Griesbach und Fritz Laquer. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 
(Der Redaktion zugegangen am 22, September 1914.) 


Durch die voranstehenden Arbeiten wurde es in hohem 
Mafie wahrscheinlich, dafi das Lactacidogen der quergestreiften 
Siiugetiermuskulatur eine in seiner Struktur der Hexosephos- 
phorsdure fhnliche Substanz ist. 

Auf die Griinde, die zu dieser Annahme fiihrten, soll hier 
nicht nochmals im einzelnen eingegangen werden. Es sei nur 
darauf hingewiesen, dai unter gewissen Versuchsbedingungen 
der MuskelpreBbsaft aiquimolekulare Mengen Milchséure nnd Phos- 
phorsiiure bildet, dab bei der Hefegaérung gebildete Hexose- 
phosphorséure im Gegensatz zu allen anderen bis dahin unter- 
suchten Substanzen durch Muskelprefsaft unter Bildung von 
Milchséure und Phosphorsiure zerlegt wird. Vor allem aber 
sei an das Hauptergebnis der voranstehenden Arbeit von 
Embden und Laquer erinnert, wonach sich durch Baryt- 
fallung und durch Bleifallung eine L6sung gewinnen labt, die 
das Lactacidogen enthalt. In dieser Lésung findet sich, von 
anderen Substanzen abgesehen, ein allem Anscheine nach an 
Phosphorsiiure gebundenes reduzierendes Kohlehydrat, das 
wiihrend der Milchsiéiure- und Phosphorséurebildung im Pref- 
saft verschwindet. 

Fiigt man solche Lactacidogenlésungen einem Muskel- 
prefsaft hinzu, so wird dadurch eine vermehrte Milchsaure- 
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bildung und in vielen Fallen auch ein vermehrtes Auftreten 
von Phosphorsiure hervorgerufen. 

Das Lactacidogen findet sich nicht in jeder Muskulatur. 
So konnten fiir sein Vorhandensein in der glatten Muskulatur 
des Uterus keine Anhaltspunkte gewonnen werden!); trotzdem 
vermag Uterusprefisaft zugesetztes Hexosephosphat zu Phos- 
phorsdure und Milchsiiure abzubauen. ?) 

In der vorliegenden Untersuchung haben wir nun Preb- 
siifte aus einigen anderen Organen auf ihre Fiihigkeit unter- 
sucht, zugesetzte Hexosephosphat- und Lactacidogenlésungen 
unter Milchsaéure- und Phosphorséurebildung zu spalten. 

Unsere Versuche erstrecken sich bisher nur auf die Niere, 
den Hoden und die Milz. Doch ist ihre weitere Ausdehnung 
beabsichtigt. 


Methodisches. 


Wir waren auf die Verwendung von Schlachthausorganen 
angewiesen. Diese wurden sobald wie méglich den getéteten 
Tieren — es handelte sich ausschlieBlich um Rinder — ent- 
nommen und unter Kiihlung ins Institut gebracht. Die ebenfalls 
unter Kiihlung gewonnenen Prefséfte (beim Hoden, der nach 
der Zerkleinerung eine flitissige Masse bildet, wurde vom Ver- 
reiben mit Quarzsand abgesehen) wurden genau, wie es friiher 
fiir den Muskelprefisaft beschrieben wurde*) zum Teil sofort 
unter dreifacher Verdiinnung nach Schenck gefallt, zum Teil 
blieben sie bei 40° wiihrend 90—-120 Minuten stehen, um dann 
ebenfalls nnter dreifacher Verdiinnung nach Schenck ver- 
arbeitet zu werden. 

Fir jeden Einzelversuch kamen 80 ccm Prefsaft zur 
Anwendung. Den zum Stehen bei 40° bestimmten Ansitzen 
wurden je 10 ccm gesiittigter Natriumbikarbonatl6sung zuge- 
setzt und auberdem die zu untersuchende F'iissigkeit resp. im 





‘) Cohn und Meyer, Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 46. 

*) Hagemann, Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 54. 

3) Embden, Griesbach und Schmitz, Diese Zeitschrift, 
Bd. 98, S. 5. 
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Leerversuch ein ihr gleiches Volumen Ringer-Lésung (ohne 
Traubenzucker und Natriumbikarbonat). Die zugesetzten Lé- 
sungen wurden in genau der gleichen Weise, wie friiher be- 
schrieben, hergestellt. Bei der Herstellung der Hexosephosphat- 
lésungen gingen wir ebenso wie Embden, Griesbach und 
Schmitz!) von etwa 1,23 g Baryumhexosephosphat aus. Die 
Zersetzung dieses Salzes geschah genau wie in den Versuchen 
dieser Autoren. Etwas weniger als die Halfte der gewonnenen 
neutralisierten barytfreien L6sung wurde dem einzelnen Ansatz 
zugefiigt. 

Die Lactacidogenl6sungen wurden zum Teil aus ein- 
fachen Barytfallungen in der in der voranstehenden Arbeit ?) 


beschriebenen Weise gewonnen. 
Die so erhaltenen Zusétze sind im folgenden einfach 


als «Barytfallung» bezeichnet. 

In einem Versuche wurde die mit Schwefelséure zer- 
setzte Barytfallung in der von den genannten Autoren eben- 
falls bereits geschilderten Weise eben gerade mit Bleizucker 
ausgefillt, der griindlich gewaschene Bleizuckerniederschlag 
wieder mit Schwefelséure zersetzt, die gewonnene schwefel- 
saure Lisung mit dem dreifachen Volumen Aceton gefallt, und 
aus dem klaren Filtrat dieser Fallung das Aceton im Vakuum 
bei ganz niedriger Temperatur verjagt. Die mit Natronlauge 
neutralisierte Fliissigkeit, die in Versuch 9a zur Anwendung 
kam, ist hier einfach als »Acetonfiltrat« bezeichnet. 

In einer Reihe von Versuchen wurde das Filtrat der 
Bleizuckerfallung mit Bleiessig und Ammoniak oder mit Blei- 
zucker und Ammoniak ausgefallt. Die griindlich gewaschene 
Fallung wurde mit Schwefelwasserstoff zersetzt und schlieBlich 
wieder mit Natronlauge neutralisiert. Die so gewonnenen Zu- 
satzfliissigkeiten sind in den Bemerkungen zu den Einzelver- 
suchen als «Bleiessig-Ammoniakfallung» bezeichnet. 

Zweimal gelangte auch die durch Acetonzusatz aus der 
mit Schwefelséure zersetzten Bleizuckerfallung erhaltene nu- 


') Dieselben, |. c., S. 38 und 39. 
*) Embden und Laquer, S. 99. 
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cleinsiureartige Substanz nach dem Umfallen aus schwefel- 
saurer L6sung zur Anwendung. Die Substanz wurde vor dem 
Versuch in etwas Schwefelsiure gelést und dann wieder mit 
soviel Natronlauge versetzt, bis blaues Lackmuspapier eben 
nicht mehr gerdtet wurde. Der Zusatz dieser Substanz ist 
in den nachfolgenden Tabellen als «Acetonfillung» gekenn- 
zeichnet. 

Die Bestimmung von Milchsaéure und Phosphorsaure ge- 
schah ganz in derselben Weise wie in der voranstehenden 
Arbeit von Embden, Griesbach und Schmitz. 

Wir gehen nunmehr zur Besprechung der Nierenversuche 
liber. In sechs von den sieben Leerversuchen (Tabelle 1, Ko- 
lonne 2 bis 7) wurden Milchsaéurebestimmungen ausgefiihrt. In 
5h Versuchen zeigte sich, wie aus Kol. 6 hervorgeht, eine 
Milchsaurebildung, doch liegt diese iiberall ziemlich dicht an 
den Fehlergrenzen der Bestimmung oder innerhalb der letz- 
teren. Das wird namentlich deutlich, wenn man die in den 
Leerversuchen bei sofortiger Verarbeitung des Prefsaftes er- 
haltenen Milchséurewerte mit den entsprechenden Werten unter 
Zusatz verschiedener Substanzen vergleicht. So ist im Leer- 
versuch 1 (Kol. 3) der nach dem Stehen bei 40° erhaltene 
Milchsaéurewert kaum gr6fer als der sofort unter Zusatz von 
Hexosephosphat gewonnene. Das gleiche gilt auch fir Ver- 
such 6, in dem der unter Zusatz von Barytfallung gewonnene 
A-Wert (Kol. 8) dem ohne Zusatz gewonnenen Leerwert B 
nahekommt. Immerhin scheint Nierenprefsaft bei kurzdauern- 
dem Stehen eine allerdings unbetrachtliche Milchséuremenge 
bilden zu kénnen. 

Deutlicher ist in einem Teil der Leerversuche die Phos- 
phorsdurebildung. So in Versuch 1 und in den Versuchen 4—7. 
Sie erreicht in Versuch 5 den héchsten Wert von etwa 0,06 °/o 
(Kolonne 7). 

Aus den Kolonnen 8—15 ist die Einwirkung der ver- 
schiedenen Zusatze auf den Umfang der Milchséure- und Phos- 
phorsdurebildung ersichtlich. 

Mit Hexosephosphat wurden drei Versuche angestellt 
(Versuche 1, 2a und 4b). In allen drei Fallen trat eine sehr 
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erhebliche Vermehrung der Milchsaéure- und der Phosphor- 
siurebildung durch diesen Zusatz auf (siehe Kol. 12 uud 13). 
Zieht man in den zwei Versuchen (Versuch 1 und 4b), in 
denen die Bildung beider Séuren im Leerversuch ermittelt wurde, 
die Betrige derselben ab, so gelangt man zu den in den 
Kolonnen 14 und 15 verzeichneten Zahlen. Darnach wurde in 
Versuch 1 rund 0,08°/o Milchséure und 0,11°/o Phosphorséure 
aus Hexosephosphat gebildet, in Versuch 4b etwas iiber 0,11 °/o 
Milehsiiure und anniihernd 0,11°/o Phosphorséure. Die Milch- 
siure und auch die Phosphorsiurebildung aus Hexosephosphat 
durch Nierenprefsaft ist im ganzen merklich gréfer als die 
friiher') unter Einwirkung von Prefsaft aus quergestreiften 
Muskeln beobachtete. 


Gerade wie in den friiheren Versuchen am Muskelpref- 
saft?) wurde auch hier durch Zusatz von Traubenzucker keine 
Vermehrung der Milchsiiure erzielt. In dem unter Zusatz von 
Traubenzucker vorgenommenen Versuch 3a ist die Milchsaéure- 
bildung unter Traubenzuckerzusatz (Kol. 12) noch geringer 
als die im Leerversuch beobachtete, in Versuch 4a _ nicht 
merklich grofer. 

Kbensowenig wie Traubenzucker bildete die durch Aceton- 
fillung gewonnene nucleinsiéureartige Substanz, die in der vor- 
angehenden Arbeit von Embden und Laquer beschrieben 
wurde, Milchsiiure; auch trat keine auBerhalb der Fehler- 
grenze der Bestimmung liegende Phosphorsdurebildung ein. 
(Versuch 5). 

Dagegen erwiesen sich Lactacidogenlésungen in einer 
Reihe von Versuchen (Versuch 2b, 3b, 6a, 6b, 7a, 7b) als 
Milchsiiure- und Phosphorsiiurebildner. Die Milchséure- und 
Phosphorsiiurebildung aus Lactacidogen erreichte zum Teil 


1) Embden, Griesbach und Schmitz, l.c., S. 40ff. 


?) Embden, Kalberlah und Engel, Uber Milchsiurebildung im 
Muskelprefisaft. I. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 57ff (Versuch 9 und 10 
der Tab.), 1912. Kura Kondo, Uber Milchsdurebildung im Muskelpref- 
saft, Il. ibidem, S. 71 und 72 (Versuch 12, 13, 14, 16, Tab. 3), 1912. 
Embden, Griesbach und Schmitz, l.c, S. 14. 
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sehr betriichtliche Werte und war entschieden hoher, als in 
den entsprechenden Versuchen mit Muskelprefsaft. ') 

Die Menge der aus Lactacidogen frei gewordenen Milch- 
siure schwankt zwischen etwas tiber 0,06°/o in Versuch 7b 
(Kol. 14) und mehr als 0,12°/o in Versuch 6a, wo eine «Blei- 
essigammoniakfillung» zur Verwendung gelangte. In Versuch 
2b und 3b kamen Barytfillungen verschiedener Darstellungen 
aus Pferdefleisch zur Anwendung. Die Milchsaurebildung be- 
trug in Versuch 3b etwas tiber 0,1°/o, in Versuch 2b labt 
sie sich mangels der entsprechenden Leerbestimmungen nicht 
genau angeben, ist aber von ganz dhnlicher Gréfe. Im Parallel- 
versuch erwies sich, wie bereits erwiéhnt, Traubenzucker als 
ohne Wirkung auf die Milchsaurebildung. 

Auch die Phosphorsaurebildung aus Lactacidogen trat in 
den Nierenversuchen ausnahmslos ein. Die Menge der Phos- 
phorséure ist in einem Teil der Versuche recht erheblich, so 
namentlich in Versuch 2b (Kol. 13), wo sich der Betrag der 
aus Lactacidogen gebildeten Phosphorséure nicht genau be- 
rechnen lat, da die entsprechende Bildung im Leerversuch 
nicht bestimmt wurde. In Versuch 3b («Barytfallung» aus 
Pferdefleisch) wurden tber 0,08°/o Phosphorséure aus Lacta- 
cidogen gebildet, aber auch in den tibrigen Versuchen ist die 
Phosphorsiurebildung aus den zugesetzten Lactacidogenlésungen 
sehr deutlich. 

Ganz ihnlich wie der aus Nieren, verhalt sich auch der 
aus Hoden gewonnene Prefisaft, nur dafi hier der Umfang 
der Milchséure- und Phosphorsaurebildung aus Lactacidogen- 
losungen zum Teil noch betrachtlicher war. 

In den Leerversuchen trat nirgends eine auferhalb der 
Fehlergrenze der Bestimmung liegende Milchséure- oder Phos- 
phorsdurebildung auf (Tab. 2, Kol. 6 und 7). 

Umso deutlicher tritt die Bildung beider Sauren in den 
Zusatzversuchen hervor (Kol. 12 bis 15). So wurden unter 
Lactacidogenzusatz in den Versuchen 8, 10a, 10b nahezu 
0,2°/o Michséure gebildet, in den Versuchen 8 und 10a, die 





1) Embden und Lagquer, l.c. 
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Tabelle 1, 
l 2 | 3 ke | 5 | 6 | ~ e 8 9 
Ohne Zusatz Mit 
Milchséure Phosphorsaure Milchséure 
in 100 ccm in 100 ccm In 100 ccm in 100 ccm 
des des des des 
Nr. | PreBsaftes B 
la ‘nach dem nach dem nach dem 
aes neugebildete ' 
— sofort Stehen sofort Stehen sofort Stehen 
suchs| Verat bei 40° | verar- | bei 40° verar- | bei 40° 
beiteten | verar- | beiteten | verar- Phos- | beiteten | verar- 
PreB- | beiteten | Pre6- | beiteten | MUP” | 1 | PreB- | beiteten 
saftes A | PreB- | saftes A! PreB- siure 7 saftes A|  Preb- 
| siure 
| saftes B | saftes B saftes B 
I 0,1747 0,1985 0,1390 0,1691 0,0238 0,0301 0,1931 02962 
2a 0,1863 | 0,2612 
-- 0,2052 a 0.1728 — — yo 
2b 0,1931 0,3051 
3a 0,2018 | 0,2167 
0,1991 | 0,2198 | 0,1580 | 0,1717 | 0,0207 | 0,0137 | 
3b 0,1883 | 0,3146 
ta (0,1561] | 0,1907 
(0,1561] | 0,1790 0,1757 02219 0,0229 0,0462 
4b 0,1561 0,2930 
- _— . Kei - 
5 | 01973 | 0,2006 | 0,1487 | 0,2103 | pigung | 90,0616 | 0,1998 | 0.1997 
B | 
6a 0,2385 0,3975 
0,2251 0,2572 0,1437 0,1934 0,0322 0,0497 
6b 0,2460 | 0,3690 
7a 0.2227 | 0,3561 
0,2211 0,2346 0,1569 0,2087 0,0135 0,0518 
7b 0,2312 0,3071 
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Nierenprefsafte. 
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| 10 | “41 | 12 | 138 14 15 16 
| Zusatz 
| Phosphor- Aus der zuge- 
|, oa In 100 ccm | setzten Subsianz 
| in 100 ccm J 
| des - in 100 ccm 
\ | PreBsaftes B 
lem py | nach bildet PreBsaft gebildete 
ss | soon dem | neugebildete Bemesbonesn 
| ver- |Stehen 
0° F | arbei- [bei 40° 
T- ) | teten per Phos- Phos- 
| arbei- | Milch- Milch- 
en f, | PreB-| teten ‘ 
|| reB phor- phor- 
3. | saftes | Preb- | siiure 
| saftes saure ‘ ? - 
| A Saure siiure 
> B | B 
a 
62 |) | 0,1532 02980) 0,1031| 0,1448] 0,0793 0,1147 Mit Hexosephosphat. 
12 |) | 0,1685 a 0,0749) eae — -- Mit Hexosephosphat. 
51 | | 0,5473/ 06831 0.1120] 0.1358) = — — | Mit Barytfallung aus Pferdefleisch. 
67 | 0,1517| 0,1511' 0,0149 Bildune Keine Bildung Mit je 1,1 g Traubenzucker. 
45 | 0,5690) 0,6642) 01263) 0,0952} + 0,1056 0,0815 Mit Barytfaillung aus Pferdefleisch. 
07 — |0,2259 0.3446) 0,0502} 0,0117 0,0040 Mit je 1,1 g Fiir den Milchséure 
Traubenzucker. A-Wert ohne Zusatz 
und den mit Trau- 
benzuckerzusaiz 
wurde der unter Zu- 
satz von Hexose- 
30) 0,1871)| 0,3421' 0,1369) 0.1550} 0,1140 0,1088 Mit Hexose- phosphat ermittelte 
( phosphat. eingesetzt. 
57 | | 0.1538) 0,2283 pidune| 0.0745] phcite, | 0.0129 | Mit Acetonfallung. 
~ 
75 0,1675) 0,2530) 0,1590) 0,0855] + 0,1268 0,0358 Mit Bleiessig-Ammoniakfallung. 
9() 0,6066) 0,7086) 0,1230/ 0,1020] 0,0908 0,0523 Mit Barytfallung. 
61 0.1664; 0.2726) 0,1334/ 0.1062] 0,1199 0,0544 Mit Bleiessig-Ammoniakfallung, 
71 0,5976 0,7123) 0,0759| 0.1147] 0,0624 0,0629 Mit Barytfallung. 
Q* 
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Tabelle 2. 






























































1 2 | 8 4 | 6 . | 9 s | $8 | 
Ohne Zusatz Mit 
Milchsiéure Phosphorsaure Milchsaure 
in 100 ccm in 100 ccm In 100 ccm in 100 ccm 
des des des des 
Nr. | | PreBsaftes B 
die nach dem nach dem nach dem | 
es neugebildete 
—— sofort Stehen sofort Stehen sofort Stehen 
suchs| Yerar- bei 40° verar- | bei 40° verar- | bei 40° | 
beiteten | verar- | beiteten | verar- Phos- | beiteten | verar- 
PreB- | beiteten | Pref- | beiteten —m- phor- PreB- | beiteten | | 
saftes A/ PreB- | saftes A PreB- sdure . saftes A! PreB- 
siure 
safies B | saftes B saftes B 
| 1 
8 0,1215 0,1323 0,0956 0,0993 0,0108 0,0037 0,1296 0,3362 |) 
9a 0,1350 0,1903 
0,1309 | 0,1269 | 0,0877 | 0,1004 | giging | 00127 
9b 0,1255 0,2052 
10a 0,1377 0,3591 
0,1215 0,1363 0,1062 0,1125 0,0148 0,0063 § 
10b 0,1323 0,3429 
lla 0,1458 | 0,2700 ( 
0,1390 | 0,1228 | 0,0940 | 0,0977 | gaan, | [0,037] 
11b 0,1390 | 0.2916 | |< 
| | 
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2 | HodenpreBsaft. 
























































1 | 11 | 12 | 18 | 14 | 45 16 
fit | Zusatz 
2  Phosphor- Aus der zuge- 
sdure In 100 ec 
a pe n m | setzten Substanz 
des des in 100 ccm 
| PreBsaftes B 
Jem | (| nach ner gebildete 
/ sofort} dem eugebildete — on 
m | | ver- Stehen siti 
0° | |arbei- bei 40° 
| ver- 
- oten | . " Phos- 
eee | arbei-|Milch-/PPOS-} sro. 
len | Preb- | teten : 
'saftes | Pref- phor- - phor- 
j- A saftes saure siiure eateaain siiure 
> B | B 
52 4 0,5871) 0,7614! 0.2066 0.1748} 0,1958 0,1711 Mit Barytfallung. 
)3 0,9430 1,0010) 0,0553 0,0580] 0.0553 0,0453 Mit Acetonfiltrat. 
2 0,1136, 0,1564| 0,0743' 0,0428}] + 0,0743 0,0301 Mit Bleiessig-Ammoniakfallung. 
)} 0,6150 0,7999) 0.2214) 0,1849} 0,2066 0,1786 Mit Barytfallung. 
9 0,1146 0,2193) 0.2106, 0,1047] 0,1958 0,0984 Mit Bleiessig-Ammoniakfallung. 
) 0,242 0,5865 bane 0,0623} 0,1242 0,0586 Mit Barytfallung. 
| 
6 0,1057) 06,1669) 0.1526] 0,0612] 0,1526 0,0575 Mit Bleiessig-Ammoniakfallung. 
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unter Zusatz von «Barytfallung» vorgenommen wurden, er- 
reichte auch die Phosphorsdurebildung sehr hohe Werte (Mehr 
als 0,17°/o). In Versuch 10b, in dem »Bleiessigammoniak- 
fiillung» als Zusatzsubstanz diente, ist die Phosphorsdure- 
bildung erheblich geringer (nicht ganz 0,1°/o, Kol. 15). 

Auch in den itibrigen, in die Tabelle aufgenommenen 
Versuchen trat tiberall deutliche Milchséure- und Phosphor- 
siiurebildung aus Lactacidogen ein. Dabei ist in diesen Ver- 
suchen, namentlich wenn man die mit «Barytfallung» und 
«Bleizuckerfillung» angestellten einerseits, die mit «Bleiessig- 
ammoniakfillung» anderseits fiir sich ins Auge faft, ein ge- 
wisser Parallelismus zwischen Milchsaéure- und Phosphorsaure- 
bildung unverkennbar, wenngleich die Menge freigewordener 
Phosphorsiure stets hinter der neugebildeten Milchséure zu- 
riickbleibt. (Kol. 14 und 15). (In Versuch 8: 0,1958 °/o Milch- 
siiure und 0,1711°/o Phosphorséure. In Versuch 9a: 0,0553 °/o 
Milchsiiure und 0,0453°/o Phosphorséure. In Versuch 10a: 
0,2066°/o Milchséiure und 0,1786°/o Phosphorsaure). 

In Versuch 11a, wo ebenfalls eine «Barytfallung» zur 
Anwendung gelangte, findet sich neben einer Milchsiurebildung 
von 0,1242°/o, allerdings nur eine neugebildete Phosphor- 
siuremenge von 0,0586°9!o. 

In den Versuchen mit Zusatz von «Bleiessigammoniak- 
fillung» ist das Zuriickbleiben der Phosphorséure hinter der 
Milchsiiurebildung stirker, als in den eben besprochenen Ver- 
suchen mit Barytfallung». So sind in Versuch 9b neben 0,0743°/o 
Milchsiiure nur 0,0301°/o Phosphorsaure aufgetreten. In Ver- 
such 10b neben 0,1958°/o Milchsaure 0,0984°/o Phosphor- 
siiure. In Versuch 11b neben 0,1526 °/o Milchsiiure nur 0,0575 °/o 
Phosphorsaure. 

Wir haben bereits friiher!) auf Grund unserer Versuche 
am MuskelpreBsaft darauf kingewiesen, dafB das Freiwerden 
iiberwiegender Mengen Milchséure aus einem kohlenhydrat- 
phosphorsdéureartigen Molekularkomplex nur dann denkbar ist, 
wenn die Phosphorséure auBer an Kohlenhydrat noch an eine 


') Embden und Laquer, l. ¢. 
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andere Komponente gebunden ist. In den Lactacidogenzusatz- 
versuchen am Muskelprefsaft, in denen es haufig zu erheb- 
licher Milchséurebildung aus Lactacidogen kam, ohne dab 
gleichzeitig Phosphorséure daraus frei wurde, ja in denen 
bisweilen die im Leerverbrauch vorhandene Phosphorsaure- 
bildung mehr oder weniger gehemmt wurde, war allem An- 
scheine nach bei relativ gut erhaltenem Milchséureabspaltungs- 
vermégen die Fahigkeit, die Phosphorsiure von der noch 
unbekannten Komponente zu trennen, schwerer geschadigt, als 
in den entsprechenden Versuchen mit Hoden- und auch mit 
NierenpreBsaft. 

Aus diesem Verhalten geht hervor, dafs das vollige oder 
nahezu v6llige Ausbleiben der Phosphorsiurebildung in einem 
Teil der Versuche mit Muskelprefsaft nicht auf eine wahrend 
der Darstellung der Lactacidogenlésung erfolgte Abspaltung 
der Phosphorsiiure zuriickgefiihrt werden kann, sondern wohl 
in der von EKmbden und Laquer angenommenen Weise 
erklart werden mub. 

Bei Verwendung von «Bleiessigammoniakfallung» bleibt 
allerdings auch in den Nieren- und Hodenversuchen die Phos- 
phorséurebildung iiberall soweit hinter der Milchséurebildung 
zuriick, da hier an eine schon wahrend der Gewinnung der 
genannten Fraktion erfolgte Phosphorsiiureabspaltung gedacht 
werden muf.?) 

Milzprefsaft war in mehreren Versuchen zum Mindesten 
weit weniger wirksam als Nieren- und HodenpreBsaft. 

Doch méchten wir vor Anstellung weiterer Milzversuche 
nicht im einzelnen auf die an diesem Organ gewonnenen Er- 
gebnisse eingehen. 

Jedenfalls geht aus den eben besprochenen Versuchen 
mit Nieren- und Hodenprefsaft hervor, dal die Fiéahigkeit, 
Lactacidogenlésungen unter Bildung von Milchsiure und Phos- 


') Anm.: Auf eine wihrend der Darstellung der Bleiessigammoniak- 
fallung eingetretene chemische Anderung weist auch die Tatsache hin, 
dafi die mit Schwefelwasserstoff aus Bleiessigammoniakfallungen ge- 
wonnenen Zersetzungsflissigkeiten nicht mehr vollstandig mit Baryt 
fallbar sind. 
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phorsdure abzubauen, keineswegs an die Muskulatur gebunden 
ist, wenn auch die bisherigen Untersuchungen darin iiberein- 
stimmen, dai es zu_ betrachtlichen Ablagerungen von 
Lactacidogen ausschlieBlich in der quergestreiften Muskulatur 
kommt. 

Wenn unabhingig von derartigen Ablagerungen auch 
andere Organe, wie Niere und Hoden, Lactacidogen unter 
Milchsdure- und Phosphorsiurebildung spalten, ja diese Spal- 
tung mit ganz besonderer Leichtigkeit vollziehen, so diirfen 
wir in diesem Verhalten vielleicht einen Hinweis darauf er- 
blicken, dafs auch auferhalb der Muskulatur beim Abbau von 
Hexose zu Milchsaéure der intermediiren Bindung des Kohlen- 
hydrats an Phosphorsdure eine wichtige Rolle zukommt. 





Zum Schlusse der in den voranstehenden Arbeiten ver- 
Offentlichten Untersuchungsreihe médchten wir noch einige 
Punkte beriihren, die uns fiir die biologische Wertung der 
festgestellten Tatsachen von Belang erscheinen. 

Von verschiedenen Autoren ist in neuerer Zeit die An- 
schauung ausgesprochen worden, da8 die Muskelkontraktion 
durch eine Produktion von Saéure verursacht wird, einerlei ob 
man in der Saure die Verkiirzungssubstanz selber erblicken 
will, oder nur eine Reizsubstanz, die auf mehr indirektem 
Wege die Muskelverkiirzung verursacht.?) 

Bereits in einer friiheren Untersuchung?) haben wir hervor- 
gehoben, daB die als Lactacidogen bezeichnete Milchséurevor- 
stufe, die mit besonderer Leichtigkeit Milchséure bildet, gerade 
bei der raschen Muskelkontraktion eine wichtige Rolle spielen 
diirfte. 

Diese Annahme gewinnt, wie wir glauben, durch die 
Ergebnisse der voranstehenden Arbeiten au8erordentlich an 
Wahrscheinlichkeit. Denn wir konnten dartun, dai das im 


') Schwenker, Uber Dauerverkiirzung quergestreifter Muskeln, 
hervorgerufen durch chemische Substanzen, Pfliigers Archiv, Bd. 157, 
S. 372, 1914. 

*) Embden, Kalberlah und Engel, l.c¢., S. 62. 
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sich rasch kontrahierenden quergestreiften Siugetiermuskel 
reichlich vorhandene Lactacidogen in der langsam arbeitenden 
Muskulatur des Uterus vollig oder nahezu vollig fehlt.1) 

Ferner ist es, wie wir glauben, durch unsere Unter- 
suchungen sehr wahrscheinlich geworden, daf das Lactacidogen 
des quergestreiften Muskels als ein intermediires Produkt beim 
Kohlenhydratabbau in der Muskulatur anzusehen ist. 

Allem Anschein nach spielt das Lactacidogen fiir den 
intramuskuléren Kohlenhydratabbau eine dhnliche Rolle, wie 
die Hexosediphosphorsdure fiir die alkoholische Hefegirung 
und, ebenso wie die alkoholische Giirung des Traubenzuckers, 
beginnt der tiber Milchséiure fiihrende Abbau des Trauben- 
zuckers im TierkOrper mit einer synthetischen Phase. 

Wenn in der rasch sich kontrahierenden Muskulatur ein 
synthetisches Zwischenprodukt des Kohlenhydratabbaus abge- 
lagert ist, um im gegebenen Augenblick, d. h. auf einen er- 
folgenden Reiz hin unter Milchsaéure- und Phosphorsiurebildung 
zu zerfallen, so darf man vielleicht die Ablagerung von Lacta- 
cidogen mit dem Spannen eines Gewehrhahns vergleichen, 
seinen Zerfall unter Bildung von Milchséure und Phosphorsaure 
(oder jedenfalls unter Freiwerden saurer Valenzen der Phosphor- 
sdure) mit dem Abdriicken des Gewehrhahnes. 

Im lebenden Muskel, wenigstens im Froschmuskel, halt 
allem Anschein nach die assimilatorische Vereinigung von 
Hexose und Phosphorséure dem dissimilatorischen Zerfall von 
Lactacidogen die Wage, so daB auch die bei intensiver Tiitig- 
keit eintretende Milchséurebildung nicht von einer Phosphor- 
siurebildung begleitet ist.2) Erst wenn die assimilatorischen 
Vorgiinge durch Wirmestarre, namentlich in Verbindung mit 
mechanischer Schiidigung, herabgesetzt werden, tritt die Phos- 
phorséurebildung hervor. Es ist tibrigens sehr moglich, dah 
bei anderen Muskelarten durch sehr intensive Muskeltatigkeit 
Phosphorsiiure oder ein organischer Phosphorséurekomplex 
aus dem Lactacidogen frei wird und zur Ausscheidung gelangt. 





') Cohn und Meyer, l.c., S. 46ff. 
*) Laquer, F., Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 67. 
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Wir erinnern in dieser Hinsicht an die alten verschie- 
dentlich bestitigten Versuche G. Engelmanns tiber vermehrte 
Phosphorséureausscheidung nach angestrengter Muskeltatigkeit, 
auf die wir bereits friiher hinwiesen') und eine neuere Arbeit 
von Loewe,?) aus der hervorgeht, dafi es bei epileptischen 
Anfillen zu einer vermehrten Ausscheidung organisch ge- 
bundenen Phosphors durch den Harn kommen kann, wenn 
auch der Autor selber nicht geneigt ist, seine Beobachtungen 
mit der vermehrten Muskeltitigkeit als solcher in Zusammen- 
hang zu bringen. 

Wenn, wie es zum mindesten sehr mdglich ist, die spe- 
zifische Muskelenergie gewonnen wird durch Spaltung von 
Lactacidogen, unter Bildung von Milchsiiure und Phosphorsaure,*) 
die mit einer positiven Warmeténung verbunden ist, wobei 
immer wieder neues Lactacidogen aufgebaut wird, so braucht 
diese Reaktion nicht notwendig mit oxydativen Vorgiangen 
verbunden zu sein. 

Das stimmt aufs beste tiberein mit dem auf Grund sehr 
verschiedenartiger Versuche gewonnenen Ergebnis, dai der 
Muskel auch unter anaeroben Bedingungen zu arbeiten ver- 
mag. Es ist hier nicht der Ort, auf diese Untersuchungen im 
einzelnen einzugehen. Wir wollen nur auf dltere Versuche 
aufmerksam machen, aus denen hervorgeht, daf auch in sauer- 
stoffreier Atmosphiire der isolierte Muskel noch recht lange 
arbeiten kann, auf die schénen Versuche Weizsiackers,*) 
dem es gelang, den Sauerstoffverbrauch des isolierten Frosch- 
herzens durch Blausiure sehr stark zu vermindern, ohne dab 


') Embden, Griesbach und Schmitz, 1. ¢. 

*) S. Loewe, Uber den Phosphorstoffwechsel bei Psychosen und 
Neurosen, I, Zeitschrift f. d. ges. Neurologie u. Psychiatrie, Bd. 4, 5S. 250, 
1911. II. ibidem, Bd. 5, S. 445, 1911. 

*) Vielleicht kommt es fiir gewéhnlich nicht zu einem védlligen 
Freiwerden von Phosphorséure, sondern méglicherweise bleibt die Phos- 
phorsdure an einen organischen Rest gebunden, worauf wir im folgenden 


keine Riicksicht nehmen. 
*) Weizsaicker, Arbeit und Gaswechsel am Froschherzen, II. 


Pfliigers Archiv, Bd. 147, S. 135, 1912. 
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zuniichst eine entsprechend starke Abnahme der Arbeitsleistung 
eintrat, und der auch bei vollig fehlendem Sauerstoffverbrauch 
das Herz noch einen sehr erheblichen Teil seiner urspriing- 
lichen Arbeit leisten sah. 

Vor allem aber muB8 hier auf die thermodynamischen 
Untersuchungen Hills!) verwiesen werden. Hill konnte dar- 
tun, dai in einer Sauerstoffatmosphire arbeitende isolierte 
Froschmuskeln die Hauptwarmemenge wihrend der Arbeits- 
pausen produzieren unter Bedingungen, unter denen nach 
den Untersuchungen von Fletcher?) sowie Fletcher und 
Hopkins*) vermehrte Kohlensaéureproduktion und Verschwin- 
den von Milchséure eintritt. Bei den unter anaeroben Be- 
dingungen arbeitenden Muskeln kommt diese starke Wirme- 
produktion wahrend der Ruhepause in Wegfall, wiahrend die 
mit der Kontraktion erfolgende Wiarmebildung erhalten bleibt. 
Auch Hill wurde bekanntlich durch seine Versuche zu der Vor- 
stellung gefiihrt, dai die Arbeitsreaktion an sich kein oxyda- 
tiver Vorgang ist. 

Wir wollen auf weitere experimentelle Untersuchungen auf 
diesem Gebiete hier nicht eingehen, sondern nur nochmals her- 
vorheben, daf die Auffassung der Arbeitsreaktion des Muskels 
als einer mit positiver WérmetOnung einhergehenden Spaltung 
mit den experimentell ermittelten Tatsachen iibereinstimmt. 

Auf den ersten Blick bereiten die bei dieser Reaktion 
in Betracht kommenden energetischen Verhiiltnisse dem Ver- 
standnis einige Schwierigkeit. Nehmen wir an, die bei der 
Spaltung von Lactacidogen unter Milchsiurebildung auftretende 
Warmemenge sei von ahnlicher GréBenordnung, wie die bei der 
Umwandlung von Traubenzucker zu Milchsiiure freiwerdende 
(sie diirfte voraussichtlich etwas gr6Ber sein), so ist bei dieser 
Reaktion natiirlich nur ein sehr geringer Bruchteil der ge- 





") Hill, The energy degraded in the recovery processes of sti- 
muladed muscles. Journ. of phys., Bd. 46, S. 28, 1913. 

*) Fletcher, The survival respiration of muscle. Journ. of phys., 
Bd. 23, S. 68—85, 1898 und Bd. 28, S. 359 u. 497, 1902 

8) Fletcher und Hopkins, Lactic acid in amphibian muscel. 
Journ. of physiology, Bd. 35, S. 290, 1907. 
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samten im Traubenzuckermolekiil steckenden Energie frei 
geworden. Die ganze noch in der Milchséure vorhandene Ver- 
brennungsenergie ginge, wenn sie nicht in mechanische Arbeit 
umgewandelt wird, anscheinend nutzlos verloren. 

Wir wissen nun aber, aus mit sehr verschiedenartiger 
Methodik angestellten Untersuchungen, daB die Muskelmaschine 
mit einem sehr betrachtlichen Wirkungsgrade arbeitet, dab 
arbeitende Menschen und Tiere und auch isolierte Muskeln 
unter aeroben Bedingungen etwa 30 °/o der bei der Arbeit frei- 
werdenden Gesamtenergie in mechanische Arbeit iiberfiihren. 
Ginge die in der Milchséure vorhandene Energie, die nicht sehr 
viel geringer ist, als die des Traubenzuckers (Verbrennungs- 
wiirme des Traubenzuckers ca.: 677 Kal., Verbrennungswarme 
der Milchsiure (2 Mol.): 659 Kal.) bei der Milchséureverbren- 
nung nutzlos verloren, so kénnte die Muskelmaschine unmdg- 
lich mit einem Wirkungsgrad von 30 °/o arbeiten. 

In Wahrheit wird nun aber allem Anscheine nach die 
chemische Energie der Milchsiure der Muskelmaschine wieder 
nutzbar gemacht. 

Schon vor lingerer Zeit haben Embden und Salomon?) 
den Nachweis gefiihrt, daB Milchséure im Organismus pankreas- 
loser Hunde sehr leicht in Zucker umgewandelt wird, ein Ver- 
halten, das durch Untersuchungen von Mandel und Lusk?) 
am phloridzindiabetischen Tiere bestatigt wurde. Mandel und 
Lusk zeigten, daB der Ubergang von Milchsiure in Zucker 
beim maximalen Phloridzindiabetes ein quantitativer ist. Diese 
Befunde wurden in jiingster Zeit durch Dakin und Dudley’) 
erweitert und vertieft. 

Bereits auf Grund der eben genannten Versuche von 
Embden und Salomon, sowie auf Grund der von Embden 


') Embden und Salomon, Fiitterungsversuche am pankreaslosen 
Hund. Beitr. z. chem. Phys. u. Path., Bd. 6, S. 63, 1905. 

*) Mandel und Lusk, Lactid acid in intermediary metabolism. 
Americ J. of Phys., Bd. 16, S. 139, 1906. 

°) Dakin und Dudley, The interconversion of a-aminoacids, 
a-hydroxyacids and a-ketonic aldehydes. Journ. of biol. Chem. Band 15, 


S. 143, 1913. 
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und Almagia’) an der kiinstlich durchstrémten Leber beobach- 
teten Umwandlung von Traubenzucker in Milchsiure haben 
v. Noorden und Embden?) die Vermutung ausgesprochen, 
daf die im Muskel aus Kohlenhydrat gebildete Milchsaéure, so- 
weit sie nicht weiter verbrennt, wieder zu Traubenzucker 
regeneriert wird, und sie haben den Abbau von Kohlenhydrat 
zu Milchséure und den Wiederaufbau von Milchsiiure zu Kohlen- 
hydrat als eine Art von «chemischem Kreislauf von Kohlen- 
hydrate» betrachtet. 

Die Tatsache, daB nach Leberexstirpation der Zucker 
aus dem Blute mehr oder weniger vollstindig verschwindet, 
wahrend reichlich Milchséure im Blute auftritt (Minkowski), 
lie8 sie vermuten, daf als Ort der Zuckerregeneration die 
Leber anzusehen sei. 

Neuere Versuche an der Schildkrétenleber von Parnas 
und Baer®*), an der Saugetierleber von Barrenscheen’), so- 
wie demnichst an dieser Stelle zu verdffentlichenden Ver- 
suche von Baldes und Silberstein haben den direkten Beweis 
erbracht, da tatsichlich die isolierte Leber imstande ist, 
Milchsiure in Kohlenhydrat umzuwandeln. Diesem Vorgange 
kann nun, wie bereits friher von Embden und Oppen- 
heimer®) angedeutet wurde, fir die Muskeltitigkeit eine her- 
vorragende Bedeutung zukommen. 

Wenn die dem Muskel bei der Titigkeit entstr6mende 
Milchsaure — die Steigerung des Milchsiiuregehalts bei der 
Muskeltatigkeit ist eine langst bekannte und immer wieder 





1) Embden und Almagia (Zitiert nach v. Noorden und Embden, 
siehe nichstes Zitat). 

*) v. Noorden und Embden, Einige Probleme des intermediaren 
Kohlenhydratstoffwechsels. Zentralbl. f. d. ges. Phys. u. Path. d. Stoffwech- 
sels, 1906, Heft 1, S. 1. 7 

3) Parnas und Baer, Zuckerabbau und Zuckeraufbau im tieri- 
schen Organismus. Biochem. Zeitschr., Bd. 41, S. 386, 1912. 

*) Barrenscheen, Glykogen und Zuckerbildung in der isolierten 
Warmbliiterleber. Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 299, 1913. 

5) Embden und M. Oppenheimer, Uber den Abbau der Brenz- 
traubensaiure im Tierkérper. Biochem. Zeitschr., Bd. 45, S. 196, 1912. 
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bestatigte Tatsache!) — in der Leber durch einen endothermen 
Prozeb, also unter Energieaufnahme, in Zucker zuriickver- 
wandelt wird, so kann dieser Zucker, wenn er der Muskulatur 
mit dem Blute wieder zugefiihrt wird — vielleicht stets auf 
dem Umwege iiber das Lactacidogen — sich von neuem an 
der spezifischen Arbeitsreaktion des Muskels beteiligen. 

In gewisser Weise kann man also die Umwandlung von 
Kohlenhydrat bezw. Lactacidogen in Milchséure der Entladung 
eines Akkumulators vergleichen, die Regeneration von Milch- 
siiure zu Zucker seiner Wiederaufladung. 

Die eben geiiuferte Vorstellung, wonach der Leber fiir 
die Riickverwandlung von Milchséure zu Zucker eine besondere 
Bedeutung zukommt, kann natiirlich nur fiir den Gesamt- 
organismus Geltung haben. Manche in der letzten Zeit von 
englischen Autoren, namentlich von Fletcher and Hopkins?) 
und von Hill*) erhobenen Befunde lassen es sehr mdglich 
erscheinen, das auch innerhalb der Muskulatur eine Regeneration 
der Milchsiiure zur « Milchsaurevorstufe» erfolgen kann. 

Im Sinne der voranstehenden Arbeiten wiirde das be- 
deuten, dafi der Muskel nicht nur die Synthese von Kohien- 
hydrat mit Phosphorsiure bewirken kann, sondern da er auch 
ganz ihnlich wie die Leber imstande ist, Milchséure in Kohlen- 
hydrat zuriickzuverwandeln. 

Welche Substanzen die fiir die endotherme Umwandlung 
von Milchsiiure in Kohlenhydrat notwendige Energie liefern, 
ist einstweilen vollig unbekannt. Mancherlei spricht dafiir, 
dafi ein Teil der Milchséure unter aeroben Verhialtnissen im 
Muskel verbrennen kann, aber an sich wire es denkbar, dab 
jeder mit positiver Wiirmeténung einhergehende Prozefi die 


!) Siehe hierititber H. Fries, Uber das Vorkommen von Milchsiure 
im menschlichen Blut. Biochem. Zeitschr., Bd. 35, S. 368, 1911. (Hier 


findet sich auch die altere Literatur tiber den Gegenstand.) 
*) Fletcher und Hopkins, 1. c., S. 292—296. S. auch Fletcher 


und Brown. The carbon dioxide production of heat rigor in muscle and 
the theory of intramolecular oxygen. Journ. of phys., Bd. 48, S. 204, 1914. 
8) Hill, The oxidative removal of lactic acid. Journ. of phys., 


Bd. 48. (Proc. of the phys. soc.] pag. X, 1914. 
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fiir die endotherme Umwandlung von Milchsiiure in Trauben- 
zucker notwendige chemische Energie auf dem Wege irgend- 
welcher gekoppelter Reaktionen liefert. 

Je nach dem, ob auf Kosten von Fett, EiweiB oder 
Kohlenhydrat die Zuckerregeneration aus Milchséure — unter 
oxydativem Abbau der Energie liefernden Substanzen — er- 
folet, wird der respiratorische Quotient ein verschiedener sein. 
Hiernach wiire die ‘Tatsache, dafs Muskelarbeit unter Ver- 
brennung sehr verschiedenartiger Nahrungsstoffe erfolgen kann, 
keineswegs ein Beweis dafiir, dafi diese verschiedenen Sub- 
stanzen sich selber an der spezifischen Arbeitsreaktion im 
Muskel beteiligen. Eiweif, Fett usw. sind vielmehr allem An- 
schein nach in diesem Falle gleichsam nur als verschieden- 
artiges Brennmaterial zu betrachten, das die Energie fiir eine 
ganz bestimmte endotherme Reaktion, eben die Zuckerbildung 
(oder Lactacidogenbildung) aus Milchséure liefert. 

Wenn es richtig ist, daf eine bestimmt lokalisierte 
Siuerung den KontraktionsprozeB verursacht, und die Er- 
schlaffung der Muskulatur durch Fortschaffen der Saure bedingt 
ist, so lassen sich tiber den Chemismus der Sauerung und 
Entséiuerung auf Grund der in den voranstehenden Arbeiten 
erhobenen Befunde etwas bestimmtere Vorstellungen ge- 
winnen. 

Wenn ein Lactacidogenmolekitil gespalten wird, so werden 
nach dieser Anschauung aus dem Kohlenhydratkomplex des 
Lactacidogens zwei Molekiile Milchsiure, und auch aus seinem 
Phosphorsiiurekomplex, zwei saure Valenzen frei, die im 
Lactacidogen esterartig an Kohlenhydrat gebunden waren. 
Das Freiwerden gerade der Phosphorsiurevalenzen diirfte zu 
einer stirkeren Steigerung der Wasserstoffionenkonzentration 
fiihren, als es bei ausschlieSlicher Milchsaiurebildung der 
Fall wire. 

Bei der Entsiéuerung wiirde, falls unsere Vorstellungen 
richtig sind, die Milchséure entweder durch Austritt ins Blut 
oder durch Verbrennung oder durch Regeneration zu Kohlen- 
hydrat oder vielleicht auch durch eine irgendwie erfolgende 
Neutralisation beseitigt werden, wahrend die bei der Lacta- 
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cidogenspaltung freigewordenen sauren Phosphorsaurevalenzen 
wieder esterartig an Kohlenhydrat gebunden wiirden. 

Hiernach wird also im quergestreiften Muskel die zur 
Kontraktion fiihrende Siuerung durch Freiwerden von Milch- 
siiure und von Phosphorsdurevalenzen verursacht. 

Anders liegen vielleicht die Verhiltnisse bei der glatten 
Muskulatur des Uterus, in der Milchsiéurebildung von irgend 
in Betracht kommendem Umfange nicht beobachtet werden 
konnte, wohl aber Bildung von Phosphorsaure. 

Wenn, wie es sehr méglich ist, bei sehr verschiedenen, 
raschverlaufenden vitalen Vorgingen Séuerungs- und Ent- 
siiuerungsprozesse eine Rolle spielen, so muf nach diesem 
Befund an der Uterusmuskulatur jedenfalls an das Vorhanden- 
sein verschiedenartiger « Acidogene» gedacht werden. 
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Die Wirkung des Chloroforms auf die Chlorophyllassimilation. 
Von 
K. v. Kordésy. 





Mit einer Abbildung im Text. 


(Mitteilung aus der biologischen Abteilung des Rockefeller Institute for Medical Research.) 





(Der Redaktion zugegangen am 17. Juli 1914.) 








Cl. Bernard') wies darauf hin, daf die Anisthetica 
(Narcotica) die verschiedensten Lebenserscheinungen zu hemmen 
befahigt sind; unter diesen beeinfluBbaren Lebenserscheinungen 
fiihrt er auch die Kohlensiureassimilation der griinen Pflanzen 
auf. Die Untersuchung dieser Wirkung der Narcotica bietet 
das besondere Interesse dar, dai es sich dabei um Beein- 
flussung eines Reduktionsprozesses par excellence handelt. Bei 
den Narkosewirkungen verlaufen hiufig Funktionshemmung und 
Herabsetzung des Sauerstoffverbrauches zusammen. DaB dies 
aber keineswegs immer der Fall ist, zeigten Warburg?) und 
Loeb und Wasteneys') fiir die Wirkung der Narcotica auf 
die Zellteilung des befruchteten Seeigeleies, und Loeb und 
Wasteneys‘) fiir die Narkose der Fischembryonen und Medusen. 
Diese Autoren konnten vdéllige Aufhebung der Funktion, d. h. 
vollige Narkose durch Chloroform und andere Narcotica her- 
beifiihren, ohne dai die Geschwindigkeit der Oxydation ver- 
ringert war. In dieser Arbeit, die auf Veranlassung von J. Loeb 
unternommen wurde, soll nun untersucht werden, ob das Chloro- 
form seine assimilationshemmende Wirkung bei dihnlicher Kon- 
zentration ausiibt, wie seine tibrigen narkotischen Wirkungen. 

Das vorhandene Tatsachenmaterial iiber diese Frage ist, 





") Bernard, Cl., Legons sur les phénom. de la vie. Paris, Bailliére 
1885, Bd. 2, S. 278. 

*) Warburg, O., Diese Zeitschrift, Bd. 66, S. 305 (1910). 

5) Loeb, J., und Wasteneys, H., Journ. Biol. Chem., Bd. 14, 
S. 517 (1913). 

*) Dieselben, Bioch. Zeitschr., Bd. 56, S. 295 (1913). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 10 
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wie aus der vollstandigen Zusammenstellung der Literatur durch 
Czapek ersichtlich, sehr spérlich. Cl. Bernard selbst teilte 
seine Versuche nicht mit, nur das Resultat derselben. In den 
schOnen Untersuchungen von Bonnier und Mangin') kommt 
das Chloroform nur als eines der Mittel in Betracht, um zu 
zeigen, daf Assimilation und Respiration zwei unabhangige 
Prozesse sind. Kny?*) bediente sich der quantitativ nicht ver- 
wertbaren Bakterienmethode von Engelmann. 

Treboux’) untersuchte mit Hilfe der Blasenzihlmethode 
den Einflu{ der verschiedensten Stoffe auf die Chlorophyll- 
assimilation. Vers. XV dieses Autors bezieht sich auf Chloro- 
formwirkung; es wurde nacheinander die Wirkung verschiedener 
Konzentrationen auf dieselbe Pflanze untersucht: 0,005°/o hatte 
eine unbedeutende hemmende Wirkung, 0,01 und 0,05°/o eine 
etwas stiirkere, wihrend in 0,1°/o die Blasenausscheidung auf- 
hdérte. Treboux’s fernere Angaben sind nur qualitativer Art. 
Die mit grofer Sorgfalt durchgefiihrten Versuche von Irving,*‘) 
in denen die CQ,-Produktion im Lichte und im Dunkeln, in 
reiner und chloroformhaltiger Luft untersucht wurde, beziehen 
sich eigentlich auf die Respiration; sie beweisen, dab Kegels®) 
Beobachtungen auf einem Irrtum beruhen. Vers. XV von Irving 
zeigt, daf die Assimilation von Kirschlorbeerblittern bei 
0,0014 cem Chloroform pro 1 Liter Luft herabgesetzt, und diese 
Herabsetzung nachher nur teilweise reversibel ist; bei 0,02 ccm 
Chloroform hoérte die Assimilation, nach Vers. XVI, voll- 
stiindig auf. 

Zur systematischen Untersuchung dieser Frage wurde in 
meinen Versuchen die Blasenzihlmethode®) gewahlt. Dieselbe 
hat den grofen Vorzug, dafi mit ihr die Veranderung der Assi- 
milationsintensitit in kurzen Zeitréumen zu verfolgen ist. Black- 





') Bonnier, G., und Mangin, L., Annal. d. science. natur., 7. série, 
Botan., Bd. 3, S. 5 (1886). 

*) Kny, L., Ber. bot. Ges., Bd. 15, 5. 388 (1897). 

3) Treboux, O., Flora, Bd. 92, S. 49 (1903) 

‘) Irving, A. E., Annals of botany, Bd. 25, II, 8. 1077 (1911). 

5) Kegel, W., Inauguraldissert., Géttingen 1905. 

) 


6) Detmer, D. kleine pflanzenphysiol. Prakt., Il. Aufl., G. Fischer. 


1905. 
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man und Smith!) teilten neuerlich eine sehr genaue Methode 
fiir Assimilationsuntersuchungen an Wasserpflanzen mit, be- 
merken aber selbst, dab dieselbe der Blasenziihlmethode nur 
bei extremen Graden der Beleuchtung, der Temperatur und 
des Kohlensaéuregehaltes vorzuziehen ist. Als Versuchspflanzen 
dienten in meinen Versuchen ca. 10 cm lange Sprosse von 
Elodea canadensis; Blackman und Smith?) machen darauf 
aufmerksam, dai die im Gewiéchshaus gehaltenen Pflanzen von 
Elodea an Assimilationsenergie einbiiben, aber da’ gelegentlich 
auch ganz frische Pflanzen schwacher assimilieren, was fiir die 
von Blackman untersuchte absolute AssimilationsgréSe von 
Bedeutung war. Da es fiir meine Versuche nur auf relative 
Werte ankam, war es erlaubt, meine Pflanzen im Gewichs- 
haus zu kultivieren. 

Es erfordert viele Umsicht und sehr genaues Arbeiten, 
um mit der Blasenzaihlmethode verlaBliche Werte zu erhalten. 
Von den vorhandenen Beschreibungen®) der Arbeitsweise fand 
ich die Angaben Treboux’s am genauesten, Besonders stérend 
sind die Temperaturschwankungen, auch wenn sie verhiiltnis- 
miBig gering sind. Um dieselben zu verhindern, war der Ver- 
suchszylinder doppelwandig (s. Fig. 1); durch den Mantel floB 
aus groben Behaltern standig Wasser von Zimmertemperatur. 
Trotzdem alle Losungen im selben Zimmer standen, war es 
manchmal notwendig, die einzugieBende Fliissigkeit etwas zu er- 
warmen oder abzukiihlen. Der Versuchszylinder hatte unten 
einen Abfluf{ und war oben mit einem Gummistopfen verschlossen, 
um Verlusten an Kohlenséure vorzubeugen; durch vier Boh- 
rungen desselben kamen ein Glasstab, an den der Sprof mit 
zwel Fiden lose befestigt war, eine Glasréhre zum Einlassen 
der Fliissigkeit, eine andere zum Entweichen der Luft und ein 
in Zehntel-Grade geteiltes Thermometer. Der Fliissigkeitswechsel 
konnte so mit der gréSten Schnelligkeit vor sich gehen, ohne 
die Lage des Sprosses zu dndern. 


') Blackman, F.F., und Smith, A.M., Proc. Roy. Soc. B., Bd. 83, 
S. 374 (1911). 

*) Dieselben, ebenda, Bd. 83, S. 389 (1911). 

*) Jacobi, B., Flora, Bd. 86, S. 289 (1899); Treboux, a. a. 0O.; 
Pantanelli, E., Jahrb. f. wissensch. Bot., Bd. 39, S. 167 (1903). 
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Als Lichtquelle diente eine 
150 kerzige Metallfadenlampe. 
Die Pflanzen standen in einem 
wechselnden Abstande von 
10—40cm von derselben, um 
eine moglichst giinstige Ge- 
schwindigkeit der Blasenent- 
wicklung zu erhalten. Um mit 
konstanter Kohlenséurekon- 
zentration arbeiten zuk6nnen, 
wurde durch eine grofe Quan- 
titat von doppelt (iiber Glas) 

destilliertem Wasser eine 

Stunde lang ein starker 
Kohlensaurestrom aus einer 
Bombe geleitet. Dann wurde 
die Flasche mit einem doppelt 
durchbohrten Gummistopfen 
verschlossen und die fiir den 
Versuch notwendigen Mengen 
kohlensaurehaltigen Wassers 

durch Einblasen eines 

schwachen Kohlenséure- 
stromes gewonnen. Diese 
nicht vollstindig gesattigte 
Kohlensaéurelésung!) zeigte 
mit Phenolphthalein titriert 

einen nahezu konstanten 
Kohlensauregehalt von durch- 
schnittlich 0,11°/o (g CO, in 

100 ccm Lésung). Diese 

Kohlenséurelésung wurde 
immer auf das fiinffache ver- 
diinnt, so daf die Versuche 


1) Blackman, F. F., und 
Smith, A. M., Proc. Roy.'Soc., B. 
Bd. 83, S. 377 (1911). 
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mit einem Kohlenséuregehalte von 0,022°/o (= 11 Vol. °/o) 
ausgefiihrt wurden. 

Die Sprosse wurden mit einer nicht zu scharfen Schere 
abgeschnitten und dem Vorschlage von Treboux folgend am 
folgenden, manchmal am zweitfolgenden Tage verwendet. 
Nicht alle Sprosse geben eine geniigend gleichmafige Blasen- 
ausscheidung; manchmal bilden sich am Schnittende Riesen- 
blasen, denen fiir langere oder kiirzere Zeit ein regelmafiger 
Blasenstrom folgt, der aber dann schlieBlich doch immer un- 
regelmabig wird. Es miissen manchmal 3—4 Sprosse versucht 
werden, bis einer eine geniigend gleichmabige Blasenausschei- 
dung gibt. 

Es wurde mit einer Stoppuhr die Zeitdauer einer ge- 
wissen Blasenzahl beobachtet; 11 Blasen bedeuten 10 Blasen- 
intervalle. Zuerst wurde in reiner Kohlensdurelésung beobachtet, 
dieselbe zweimal gewechselt, um sicher zu sein, dafi die Blasen- 
zahl geniigend konstant blieb. Dann wurde die Versuchslésung 
eingefiillt, die ebensoviel Kohlenséure und wechselnde Mengen 
Chloroform enthielt. Um zu sehen, wie weit die durch die 
Chloroformlésung verursachte Veranderung reversibel ist, wurde 
schlieBlich wieder in reiner Kohlensaurelésung weiter beobachtet, 
und dieselbe nochmals gewechselt.?) 

Nach jedem Fliissigkeitswechsel mu{ man einige Zeit 
warten, bis die Blasenzahl regelmabig wird. Die hemmende 
Wirkung des Chloroforms setzt nicht auf einmal in ihrer vollen 
GréBe ein, sondern verstirkt sich mit der Zeit. Die urspriing- 
liche Blasenzahl kehrt in der Nachperiode desto spiter zuriick, 
je starker die Hemmung war. Manchmal scheint die Chloroform- 
wirkung den Hoéhepunkt ihrer hemmenden Wirkung erst zu 





‘) Es wurde auch versucht, die Wirkung von Alkoholen auf die 
Assimilation von Elodea mit dieser Methode zu beobachten; geringe 
Konzentrationen waren ohne Wirkung, dann trat Zunahme der Blasenzahl 
ein. In diesen Konzentrationen war aber die Oberflichenspannung merk- 
lich verandert ; lief ich Kohlensdure durch eine kleine Offnung in Blaschen 
austreten, so traten in diesen Konzentrationen der Alkohollésungen mehr 
Blasen aus, als in Wasser, wahrend in den gebrauchten Chloroform- 
lésungen die Blasenzahl unverandert blieb, Die Wirkung der Alkohole 
1aft sich also mit der Blasenzihlmethode nicht bestimmen. 
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Beginn der Nachperiode zu erreichen. Da man die Nachperiode 
nicht unendlich ausdehnen kann, weil dann die Gefahr einer 
vom Versuche unabhiingigen Anderung der Blasenzahl immer 
grOfer wird, muf man die Chioroformperiode zu geeigneter 
Zeit unterbrechen. In Anbetracht dieser Umstiande hat es 
keine Berechtigung, die erhaltenen Hemmungen in perzentuellen 
Werten auszudriicken. Versuch 17 mdge als Beispiel dienen, 
wie konstant die Blasenausscheidung stundenlang bleibt. 

Aus den mitgeteilten Versuchsprotokollen ist zu ent- 
nehmen, daf} «Narkose» nur in einer engen Konzentrations- 
breite vorkommt: eine 0,002-n-(Gr.-Molek. pro Liter Lésung) 
Chloroformliésung hat noch keine merkliche Wirkung, wiihrend 
sie von O,O01-n an vollstindige Sistierung der Blasenausschei- 
dung verursacht. Kine Ausnahme ist nur Versuch 16 (0,012-n), 
bei welchem die Blasenausscheidung wahrend der ganzen Zeit 
unveriindert fortlaiuft. Zwischen diesen 2 Konzentrationen, von 
0,04—0,09-n, erhalt man eine gréfere oder kleinere Hemmung. 
Dieselbe ist im allgemeinen reversibel, d. h. es liegt Narkose 
vor; in der Nachperiode zeigt sich némlich die Wirkung in 
6 Fiillen von 9 reversibel, in einem siebenten Falle, bei Ver- 
such 7, wurde der Riickgang nicht vollsténdig abgewartet. 
In Versuch 10, wo die Hemmung so stark war, daf sie als 
Nachwirkung zu einer vollstindigen Sistierung fiihrte, stellt 
sich trotzdem nach liéngerer Zeit ein Beginn der Blasenaus- 
scheidung ein. Nur in Versuch 4 zeigt sich gar keine Rever- 
sibilitaét. In den 0,010 und 0,011-n-Lésungen sistiert die Blasen- 


ausscheidung, und zwar in drei Fallen — fiir den beobachteten 
Zeitraum — auf eine irreversible Weise; in Versuch 12 stellte 


sich nach lingerer Zeit eine schwache Blasenausscheidung ein. 

Als Resultat ergibt sich also aus diesen Versuchen, dai 
Chloroformlésungen von 0,004—0,009-n, im Mittel 0,0062-n 
(0,074°/o) die Chlorophyllassimilation reversibel herabsetzen. 
Es ist dies dieselbe Konzentration, in der nach Loeb und 
Wasteneys Chloroform auf die Zellteilung') (0,07°/c) und 
auf Fischembryonen?) (0,07°/o) narkotisierend wirkt. 

" Loeb, J., und Wasteneys, H., Journ. Biol. Chem., Bd. 14, 


S. 521 (1913). 
*) Dieselben, Biochem. Zeitschr., Bd. 56, S. 302 (1913). 
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8. 9. 10. 11. 12. 
0,006 n-Chloroform] 0,006 n-Chloroform]0,008 n-Chloroform ]0,008 n-Chloroform ]|0,009 n-Chloroform]0,010 n-Chloroform 
Zeit- |11Blasen.| Temp.] Zeit- |21Blasen./Temp. | Zeit- |21Blasen./Temp. | Zeit- | 3Blasen.|Temp. ] Zeit- |11Blasen. Temp. | Zeit- | 6 Blasen.|Temp. 
punkt Sek. °C. [Tpunkt; Sek. °C. | punkt Sek. °C. | punkt Sek. °C. | punkt Sek. °C. | punkt Sek. °C. 
408} 28 (2171210) 18 | 20,8 )1128; 11 | 20,5 | 428 20 |22141037; 12 |208] 94 17 | 20,4 
418 31 21,6 2 21 17 | 20,8 |1139} 12 | 20,6 438 19 |22,1 14044 13 |208 10 96 15 | 20,4 
2 34 17 | 20,8 10 16 15 | 20,5 
‘ pia: 128 197 1199} 11 |209 ‘ 
4 28 29 | 21,6 2 45 17. |209 a -— 4. 52 18 | 22,2 ” | 10 25 15 | 206 
4.37 29 21,7 3 05 18 | 20,9 ae . pei 4 58 19 22,2 11 29 11 20,9 10 34 15 20,6 
Pe. : 3 19 15 20.9 , 1140; 10 | 21,0 | 4038 
4 49 37S | 21,6 3 30 page — 10 | 21,0 ” - 10 45 7 ee 
‘ ( ye . ‘ - 20,6 
458 | 40 | 21,7 3 aa 11 |2t0| — 17 (22,3 1)1157) 11 | 21,1 
: | 348) 20 | 21,0 : 1110} 17 | 24,7 
5 O1 47 21,6 404 92 «(910 | 128 | 11 |210]5 30 28 (22141219; 10 /|21,2 
~~ P 99 « 11 30 18 | 21,8 
50 41 jie] 42) 23 j2to] 2) 18 [20] OM | St (222 lige) 15 | 21,4 
, lo, .1426|} 25 |210] 119) 16 | 21,0 Z me pitat| 17) | 21,8 
15 | 40) | 21,6 — — ! | : 5 56 53 (222) — 44 | 21,5 1188 
522 | 44 | 21.5 4 40 22 | 21,0 | 1 22 | 18 | 21,0 G 13 wo |224 oy : oo o— 
Tees Lo a Le ? =e sie) 2 | 
52) 38 12141517] 929 | _ ; 6 27 | 222] 10! 22 | 21,5 | 4095! | 
: ih ov | 82 | — Fae] 17 | 214 | 2) ial 1,9 ]12%) a |21,0 
5 | § F | *) | 28 ¢ l 
5 41 | 21,4 | 530 19 | 211] or 13° | 2H 6 42 | ) (22,2) 111) 19) | 21,5 [jos | 107 | 213 
F ‘ (94.4 | 545 21 |2 | | ; 
5 | 87 24 T owl oo love | 222) 12 jane] 6%) 119 )222) 405] ae lors | 19] 112 | 21,3 
| | 633} 19 | 209 | | Za 5 124) 86 | 21,4 
| 640! 49 20.8 | | *)1Blase in 60Sek.| 1° | 13 | 21,6 | 
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Uber Muskelschwellung. 
Von 


K. v. KGrdésy. 





Mit acht Kurvenzeichnungen. 
Mitteilung aus der biologischen Abteilung des Rockefeller Institute for Medical Research, 
New York. 


(Der Redaktion zugegangen am 17, Juli 1914.) 


Seit den Versuchen von Loeb’) ist es bekannt, daf die 
Wasseraufnahme und Abgabe des Muskels in einer Lésung 
dem Avogadroschen Gesetze insofern entspricht, als erstens 
der Muskel in einer !/s n NaC]-Lésung sein Gewicht eine liangere 
Zeitlang unverindert beibehalt, wiihrend er in verdiinnteren 
Lésungen schwillt, in konzentrierteren schrumpft, und als zwei- 
tens *) die einer !/s n NaCl-Lésung isosmotischen Losungen ver- 
schiedener Substanzen bei kurzer Versuchszeit eine nahezu 
gleiche Wirkung haben. Die Erscheinung der Muskelquellung 
bietet aber noch eine Reihe von Problemen, fiir welche es zu 
bestimmen ist, wie weit sie durch das Avogadrosche Gesetz 
zu erkliiren sind. Diese Probleme, die zu verfolgen Zweck dieser 
Arbeit ist, sind die folgenden: 

1. Es bedarf einer systematischen Untersuchung, wie weit 
isosmotische Lésungen verschiedener Substanzen in einem weiten 
Bereiche ihrer Konzentrationen zu beiden Seiten des Isotonie- 
punktes eine gleiche Volumiinderung des Muskels verursachen. 

2. Es ergab sich die bedeutende Abweichung vom Avo- 
gadroschen Gesetze, daf die Voluminderung des Muskels dem 


') Loeb, J., Pfliigers Arch., Bd. 69, S. 1 (1897); Bd. 71, S. 457 
(1898); Bd. 75, S. 303 (1899). — Cooke, E., Journ. of physiol., Bd. 23, 
S. 137 (1898). — Webster, R. W., Univ. Chicago Decenn. publ., I. Ser., 
Bd. 10, S. 105 (1903). 

*) Loeb, J., Pfliigers Arch., Bd. 69, S. 19 (1897). 
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osmotischen Druckunterschiede nicht proportional, sondern in 
verdiinnteren NaCl-Lésungen verhiltnismébig stiirker ist, als 
in konzentrierteren.!) Es fragt sich nun, wie weit diese Ab- 
weichung auf rein physikalischer Grundlage zu erklaren ist. 
3. Nach lingerer Zeit nehmen die Muskeln dem Avo- 
gardroschen Gesetze entgegen selbst in sehr stark hypertoni- 
schen NaCl-Lésungen an Volum zu.?) Es fragt sich, wie weit 
fiir dieses Verhalten physikalische Analogien zu finden sind. 
4, Es ist nichts naheres tiber den Ort bekannt, an welchem 
die als semipermeable Membran wirkende Oberfliiche liegt. 


1) Voluminderungen des Muskels in verschiedenen 
Losungen. 


Bei der Ausfiihrung der Versuche kamen in 100 ccm 
Lésung je zwei Gastrochemii, und zwar — wenn nicht 
anders angegeben — die zwei Muskeln desselben Frosches, 
in zwei verschiedene Lésungen; hierdurch wurden die indi- 
viduellen Unterschiede, die von dem Grade der Bewegung 
des Frosches vor dem Versuche, von der Gréfe_ des 
Muskels etc. abhingen, teilweise eliminiert. Das urspriing- 
liche Gewicht des Muskels wurde nach Eintauchen in eine 
isotonische Lésung der betreffenden Substanz und Abtrocknen 
bestimmt; fiir die spateren Wiagungen wurden die Muskeln 
ebenso getrocknet. Die so erhaltenen Gewichtsanderungen der 
Muskel kinnen — besonders bei kurzer Versuchsdauer — auf 
Wasserwanderung bezogen und so den Volumiinderungen gleich- 
gesetzt werden. Taucht man den Muskel nach der Wagung 
wieder in die Lésung, trocknet und wagt wieder, so findet man 
immer eine Gewichtsabnahme von einigen Milligramm, aus- 
nahmsweise auch mehr; der regelmaBige Verlauf der Gewichts- 
anderungen der einzelnen Muskeln zeigt aber, dal} dieser Umstand 
besonders neben den bedeutenden individuellen Schwankungen 
der zwei gleichmafig behandelten Muskeln nicht in Betracht 
kommt. Aus demselben Grunde kann von den geringen Schwan- 





') Loeb, J., Pfliigers Arch., Bd. 69, S. 17 (1897); Science, new 
ser., Bd. 37, S. 430 (1913). — Cooke, E., a. a. O. 
2) Ders., ebenda, Bd. 71, S. 462 (1898). 
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kungen der Zimmertemperatur, bei welcher die Muskeln ge- 
halten wurden, abgesehen werden. 

Es wurden untersucht: Glukose, Saccharose, NaCl, KCl 
und CaCl,. Der fiir den Muskel isotonischen !/s n NaCl-Lésung 
ist eine 0,23 n Glukoselésung isosmotisch. Es wurden folgende 
Konzentrationen der Glukose gewahlt: 0,05, 0,15, 0,20, 0,22, 
0,23, 0,24, 0,26, 0,31, 0,41, 0,61, 1,0, 2,0 n (grammolekil 
Substanz pro 1 L. der Lésung). Die den Zuckerlésungen isos- 
motischen | Molekiil -++- lon] — Konzentrationen der Salzlésungen 
wurden der Einheitlichkeit wegen auf Grund der Aquivalent- 
leitfiihigkeiten berechnet!). Die so berechnete osmotische Kon- 
zentration weicht fiir die CaCl,-Lésungen von 0,1 n an von 
den nach der Gefrierpunktserniedrigung berechenbaren Werten 
ab.?) Fiir die héheren Konzentrationen aller Stoffe entspricht 
der berechnete osmotische Druck tibrigens sicher nicht dem 
tatsiichlichen*), was fiir Zuckerldsungen durch die osmo- 
metrischen Untersuchungen von Morse‘) und Berkeley und 
Hartley®) bewiesen ist. 

Das Verschwinden der Erregbarkeit wurde nicht verfolgt, 
da es sich nicht um Untersuchung der Abhingigkeit derselben 
von gewissen Innen handelte, wie in den diesbeziiglichen Ver- 
suchen von Loeb, Overton®) und Schwarz’). 

Die fiir die einzelnen Muskeln erhaltenen Gewichtsinde- 
rungen in Prozenten des Anfangsgewichtes sind in den folgenden 
Tabellen Nr. 1—7 und Kurven Nr. 1-—3 zusammengestellt; fiir 
dle letzteren sind aus den Konzentrationen 0,22, 0,23 und 0,24 


Mittelwerte eingetragen. 
4) Kohl rausch, F., und Holborn, L., Leitfahigk. d. Elektrolyte. 


Teubner, 1898. 
*) Landolt-Bérnstein, Phys.-chem. Daten u. Tabellen, 1V. Aufl, 


S. 804. 

’) vy. Laar, J. J., Vortr. iiber das thermodyn. Potential. Vieweg, 
1906. — Findlay, A., Osmotic pressure, Longmans 1913. 

*) Morse, H. N., Amer. chem. journ., Bd. 48, S. 29 (1912) und 


dort angefiihrte friihere Arbeiten. 
5) Berkeley, Earl of, und Hartley, E. G. J., Philos. Transact. 


A., Bd. 206, S. 48 (1906). 
6) Overton, E., Pfliigers Arch., Bd. 92, S. 115 (1902). 


’) Schwarz, C., ebenda, Bd. 117, S. 161 (1907). 
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Muskelversuche. 


Tabelle 1. — Glukose. 


or 
~l 





























Konz, | _ Gewichtsinderungen in °/o 

norm. 1 Stunde 2 Stunden a4 17 Stunden on 
005 | +321 | +286 | +508 | +404 | +844 | +868 
015 | + 99 | + 85 | +142 | +119 | +371 | +414 
0,20 +21) + 23 7 + 41 | + 35 | +17,3 | + 20,7 
022 |+06/—02]+ 10] + 05 | +114 | + 81 
023 | — 04!) +25] — 05] + 51 | + 60 | +200 
024 |—o2 | — 06] + 18 | + 03 | +10,7 | + 85 
026 | +04] +09] +04] + 29] + 43 | + 90 
031 | — 17 | — 16] — 11 | — 31 | + 20 | —13,1 
041 | — 51) — 65 | — 80] — 74 | —139 | — 78 
est | — a6 | — og | ~ie | ~ 187 | ~198| — oe 
1,0 —138 | —151 | —196 | —194 | —123 | —148 
2.0 —%1 | —307 | sar | ~sa9 | —977 | —194 


Tabelle 2. 


— Saccharose. 














Gewichtsanderungen in °/o 























Konz. | __ a see — ere 
norm 1/4 Stunde ‘/e Stunde 1 Stunde 2 Stunden 17 Stunden 
0,05 |-+ 13,9/+- 13,8 + 20,3/-+ 24.5 + 31,8/+ 37,4] +- 43,5 4- 54,4 + 91,4) +- 105,3 
0,15 J+ 494+ 3,7/-+ 85-4 7,3)-+14,4'-4 12,1] + 17,7/+ 17,2] + 33,7) + 30,0 
020 J+ 1,5|+ 02}+ 50+ 2,5)+ 81+ 3,6] + 9,5\++ 4,6]-+-10,3/+ 7,0 
0,22 J+ rr 1,6/4- 1,6-+ 1,0) + 3,2) 1,4] + 4,5)-+ 2,2] -- 1,3) — 0,8 
0,23 [+ 1,2\+ 30/+ 06+ 25/-+ O8-+ 27/+ 244+ 24/-+ 28/4 41 
0,24 J+ Lt 18[+ 15+ 1,1/-+ 2,74 1,6)/+ 36+ 24)— 03/4 0,2 
0,26 |+ 0,2\— 0,2)+- 0.7 — 0,6 + 1,4)— 0,6/-+ 0,5/— 1,77+ 16/-— 2,2 
O31 I— ObI— 144— 21— 20— aa—~- 16)— 43\— O95-—-9089)— 569 
041 |— 32\— 34)/— 49\— 49]— 7,2I— 6,3]—102/\— 9,6]— 16,1] — 22,6 
0,61 |— 63\— 7,3]— 9,2 — 10,2] — 12,4 — 12.0) — 19,7 — 16,1] — 26,1] — 5,5 
10 |—12,6\— 11,3] — 16,6 — 16,1] — 20,7|— 20,8] — 26,9 — 28,0] — 11,1 22,9 
2.0 |— 18,3] — 25,7/— 26,6] — 31,6] — 35,7| — 36,6\— 29,3] — 35,9} — 56,6') 





ail 
— 17,5) 


') B 





ei Widerholung mit den zwei Muskeln eines Frosches: 58,3, 58,8. 
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Tabelle 3. — NaCl. 














Konz. (Molek. Gewichtsainderungen in °/o 
!_ Jon)-|-—— ; , | ae 
norm. Konz. 1 Stunde 2 Stunden 17 Stunden 
0,027 | 0,05 | +426 | +32,2 | +62,7 | +53,9] +496 | +673 
0,082] 0,15 | -}- 11,2 | +104 | +171 +158 | +39,0 | + 42,4 
0,110 | 0,20 | + 35;)+ 40] + 59) + 7,5] + 24,6 | 4 23,3 
} 
0,121} 0.22 | + 32) + 147] + 56 + 2,7] +190 | +142 
0,127; 023 | + 08/+ 14] + 28) + 31] +154] +123 
0,133} 0,24 | + 01/+ 01] + 09] + 24] +106 | +188 
| } 
0,143) 026 | + 01) — 04] + 06> + 06] +106 | + 9,2 











0,169) 0,31 | — 24) — 24] — 35) — 28] 4+ 37)+4 41 
0,229! 0,414 | — 52|— 59] — 7,7/ — 78| + 66] + 9,1 
0,347 | O6t | ~ 65 | — ChE — Os | — 921+ 67/4 46 
0,582 | 1,0 — 11,3 | — 99] —138 | — 83] — 1,7|}-+ 88 
1,215! 20 — 17,0 | —14,1 |] —11,6 | — 1,9] +17,5 | +4389 











Tabelle 4. — KCI. | 




















Konz. (Molek. Gewichtsainderungen in °/o 

norm. | on 1 Stunde 2 Stunden 17 Stunden 

0,027| 0,05 | +334 | +298 | +489 | +433 | +930 | +796 

0,079} 045 | + 11,3 | + 12,3 | +185 | + 21,4 | + 56,6 | + 75,4 

0108; 020 | + 66) + 52]--+124 | +101 | + 66,0 | + 54,9 

0119! o22 | + 19/4 32] + 44] + 61] +575 | +472 
0,125; 023 | + 34/+ 19] + 72] + 7,6] +601 | +750 | 
0,130! 024 | + 28|+ 44] + 69) + 95] +664 | +72,9 | 
0,141! 0,26 | + 2,7 | 4+ 27] + 52] + 47] +462 | +460 
0,168; 031 | — 04| — 057] — 06] + 03] +31,7 | +362 

0225) 041 | — 28|— 24] — 31] — 23] +206] +203 

0,338; 061 | — 71|/— 48| — 80] — 66] +285 | +282 

ase2| 10 | ~ 90|— 761 — Of | —407) +2977 | +O 

1147| 20 | —121| —107] — 50] — 5,7] +29,8 | +-31,1 













































































Uber Muskelschwellung. 159 
Tabelle 5. — CaCl,. 
Aguiv. | (Molek. Gewichtsiinderungen in °/o 
norm. -+ Ion)- ' vet saememmnianeiics - 
Konz. |} Konz, 1 Stunde 2 Stunden [7 Stunden 
0,038; 0,05 | + 19,9 | +236] +151 | +244] —17,1 | —166 
0,120; 0,145 | + 86/+ 98] +108 | + 13,3 | —15,2 | — 14,0 
0,163; 0,20 | + 31/+ 32] + 31] + 36 21,6 | — 16,5 
0,180} 022 | — 01} — 04] — 03| — 1,2] —19,2 | —17,9 
0,189/ 0,23 | — 20) — 26] — 43) — 45] —19,6 | — 208 
ae o9¢ | — 27| — S08 — Se) — bE —ohe) —8i7 
0.215| 0296 | — 22|— 271 — 44| — 54] —2928 | —21¢ 
0,260| 0,31 | — 54) — 39] — 9,1 | — 7,31 —17,5 | —19,7 
0,350) 0,41 | — 52) — 55] — 7,2| — 67] —114| — 96 
~ = > -_ : ’ ‘ rm PF , 
0,53¢ | 0,61 — 76; —114] —146 | —143 ] + 7,7] + 9,6 
0,915] 10 | —11,1)— 7,7] — 641) — 54] +148 | +162 
{oes} 20 | —102 | —1071) — OF | ~195) + 19} ~ 89 
| Tabelle 7. — Destilliertes Wasser. 
a : ——___——— 
Stunden ...«. «| 1/4 | 1/2 | 1 | 2 17 
| 1. Muskel .... |) + 31,5 | +51,4 | + 57,7 | + 65,3 | -+- 64,4 
| | esa" . 
2, >» s+ +. | $196 | +-29,2 | 39,7 | +533 | +83,0 
e 231 | +318 | +408 | +506 | +381 
4 ey) + 24,0 | + 38,3 | +491 | +621 | + 54,0 
Be) | 228 | 849 | +468 | +6038 | 51,7 
Mitel ......| +24 | +37 | +47 | +58 | +858 


Zu erwiihnen ist, daf die Muskeln in den hochkonzen- 
trierten Zuckerlisungen oben schwammen, daf sie in der 2 n- 
Saccharoselésung zuletzt ganz hart und durchsichtig wurden, 
| wiihrend ihre Oberfliiche in den stirkeren CaCl,-Losungen 
schleimig wurde, wodurch die Genauigkeit der Wagungen litt. 

Das wesentlichste Resultat dieser Versuche ist, da sich 
die Muskeln in isosmotischen Lésungen der fiinf verschiedenen 
Substanzen nach einstiindiger Versuchsdauer nahezu tberein- 
stimmend verhalten. Das Avogadrosche Gesetz behiilt also 


'\) Zwei Muskeln desselben Frosches. 








Tabelle 6. — Gesamttabelle. 
(Mittelwerte aus Tabellen 1—5.) 







































































(Molek. Gewichtsanderungen in °/o a 
+ Ion)-}*/« Std.]*/s Std. 1 Stunde 2 Stunden | 17 Stunden 
Konz. |Sacch.|Sacch | Gluk.|Sacch.| NaCl | KCl | CaCl, |Gluk.|Sacch,| NaCl | KCI | CaCl, | Gluk.|Sacch.| NaCl | KCI | CaCl, 
0,05 | +14] +22]+ 30) +35) +37 439] 1.08 +. 46 gal ee re + 86] +98] +58 a 
015 | + 4]/+ 8]+ 9) +13) +11/+12/+ 9 |+ 13) +17] +16] + 20) +12 | +39] +.32| +41 | +66] — 15 
= 020 }+ 11+ 4]+ 2+ 61+ 4/4 G+ 3]+ 444 7| + 7/411/4+ 3 ]+19] + 9| +24/+60|—19 
5 022 f+ 17+ 1] 0 | + 2]/+ 2/+ 3] oO J+ 11+ 3} + -4/+ ol—-14+401 0 11.47! 1 59]_ 19 
. 023 | + 2] -+- 2]+ 1) + 2] + 1/4 ai— 2/4 a+ 2/4 si4+ a7— 4]+13)] + 3] +14] +-68]—20 
< oe 14+ of + 1 0 | + 2] O + 4— 3]-+ 1+ 3/4 2/4 8 — 5}+10) 0 | 4+15|-+70\—22 
026 | 0 0 i+ 1] o O id B— tht © ~ 414 61+ Be £Ee eH 6 + 10} + 46) — 22 
0,31 | — 1) — 2]/— 2 — 2}— 2) o |— 5j— 2 — 4 = 2 0 |— 8 — 6| 15) + 4 434-19 
041 |— 3] — 5]— 6 — 7) — 6)— 3}— 5]— 8} —10] — 8|— 3 — 7|—11) —19/ + 8) 420]—11 
061 |— 71 —10]/— 9 —12| — ti Cm i~ is) 9) “| 14 —11} —16|) + 6 4-28) +. 9 
‘6 $.-9) is —14 ate) antes a 9 | — 20) —27 ~11|—10|— 6 |—14] —16| + 4/-+428)+ 16 
S 20 | —18] —26 —27 = ~16|—11| 2 — a a 5) —1t _ 4 — 46) +31! +30] —10 
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Uber Muskelschwellung. 161 


bei einstiindiger Versuchsdauer fiir alle fiinf Stoffe fiir die ganze 
Breite der untersuchten Konzentrationen seine Giiltigkeit. Am 
Ende der zweiten Stunde zeigen sich schon gréfere Diver- 
genzen, wahrend nach 17 Stunden kaum irgendwelche Regel- 
maBigkeiten zu erkennen sind. 

Nach so langer Versuchszeit zeigen sich bei siimtlichen 
Konzentrationen von NaCl und KCl Gewichtszunahmen, was 
schon nach zwei Stunden darin angedeutet ist, dafi der Isotonie- 
punkt etwas gegen die hdhere Konzentration zu verschoben 
ist. Bemerkenswert ist ferner, daB der Muskel in 0,05 m Glukose, 
Saccharose und KCI starker schwillt, als in destilliertem Wasser. 

Bei einstiindiger Versuchsdauer zeigt sich nur bei den 
konzentrierten Zuckerlésungen eine stirkere Abweichung vom 
Verhalten der Salzlésungen: die Muskeln schrumpfen in den 
ersteren stiirker als in den letzteren. Bekanntlich ist aber der 
osmotische Druck konzentrierter Zuckerldsungen bedeutend 
hoher als der nach van’tHoff berechnete Wert derselben. Auf 
Grund der von Berkeley und Hartley!) beobachteten Werte 
bezw.?) nach der berechnungsweise von Morse*) ergeben sich 
fiir L6sungen, deren tatsichlicher osmotischer Druck den Wert 
besitzt, der nach van’tHoff berechnet einer 1 bezw. 2 n-Lésung 
zukommt, folgende Gewichtsanderungen der Muskeln: — 13 
bezw. — 20°/o fiir die Glukose- und — 16 bezw. — 25°/o fiir 
die Saccharoselésungen. Hiermit kommen die Zuckerkurven 
den Salzkurven betrichtlich naher. 

Auffallend und in den Zahlenprotokollen der einzelnen 
Versuche besser hervortretend, als in der Kurve, ist der Um- 
stand, dai vor Erreichung des Isotoniepunktes meistens eine 
kleine Erhebung stattfindet; womit dies im Zusammenhange 
steht, konnte ich nicht entscheiden. 

Um zu sehen, wie weit die in den verschiedenen Lésungen 
erfolgenden Gewichtsianderungen reversibel sind, fiihrte ich eine 
Reihe von — nicht mitgeteilten — Versuchen aus, in welchen 


') Berkeley, Earl of, und Hartley, E. G. J., a.a. O. 
*) Fir 2 n-Saccharose, fiir welche die Beobachtungen von B, und 
H. nicht ausreichen. 
7) Morse, H. N., a. a. O. 
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ich die Muskeln nach einstiindigem Verweilen in den verschieden 
konzentrierten LOsungen in eine isotonische Losung derselben Sub- 
stanz setzte und nach weiterer 1 Stunde und weiteren 15 Stunden 
das Gewicht bestimmte. Wdare die Verdnderung nach der ersten 
Stunde reversibel, so sollten zu Ende der 17ten Stunde alle 
Werte mit dem des gleich in die isotonische Lésung gesetzten 
Muskels tibereinstimmen und so eine Horizontale resultieren. 
Dies traf fiir Glukose ziemlich zu, weniger fiir Saccharose, gar 
nicht fiir NaCl; die Veréinderung ist also im allgemeinen nicht 
reversibel, was mit den Befunden von Overton!) tibereinstimmt. 
Siebeck?) fand nun bei niedriger Temperatur fiir eine isoto- 
nische KCl-Lésung einen ganz auffallenden Grad der Reversi- 
bilitéit. Doch ist dieselbe auch in diesem Falle nicht vollkommen, 
da ja der in KCl gewesene Muskel nach Vers. 1 von Siebeck 
bei nachheriger Uberfiihrung aus Ringer-Loésung in !/2 Ringer- 
Lésung eine nahezu doppelt so grobe Gewichtszunahme erféahrt, 
als der nicht in KCl gewesene Kontrollmuskel. 


2. Abweichung vom geradlinigen Verlaufe. 


Die Kurven der Gewichtsinderungen nach der ersten 
Stunde verlaufen in Ubereinstimmung mit den eingangs erwahn- 
ten Beobachtungen von Loeb®*) stark abweichend von einer 
geraden Linie, die man erwarten sollte, wenn die Wasser- 
wanderung dem osmotischen Druckunterschiede auf den zwei 
Seiten der Muskelmembran proportional wire: die Muskeln 
nehmen in verdiinnteren Losungen verhiltnismiéifig mehr Wasser 
auf, als in konzentrierteren. Dies hat selbstversténdlich nichts 
mit dem von Overton*) betonten Umstande zu tun, da nach 
langer Versuchszeit, im Gleichgewichtszustande, d. h. richtiger 
im Zustande der Maximalschwellung®) der Muskel in einer 

1). Overton, E., Pfliigers Arch., Bd. 105, S. 176 (1904). 

*) Siebeck, R., Pfliigers Arch., Bd. 150, S. 316 (1913), 

’) Loeb, J., ebenda, Bd. 69, S. 17 (1897). — Cooke, E., Journ, of 
physiol., Bd. 23, S. 137 (1898). 

*) Overton, E., Pfliigers Arch., Bd. 92, 5. 133 (1902). 

5) Fletcher, W. M., Journ. of physiol., Bd. 30, S. 414 (1904). — 
Laugier, H., und Bénard, H., Journ. de physiol. et pathol. génér., 
Bd. 13, S. 497 (1911). 
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0,35°/o NaCl-Lésung weniger als doppelt so stark anschwillt, 
als in einer 0,7°/oigen. Overton wies darauf hin, daB dies 
durch «kolloidale» Bindung eines Teiles des Faserwassers zu er- 
kliren wire. P. Jensen und H. W. Fischer’) berechnen diesen 
Anteil zu 32°/o; jedes anders gewahlte Konzentrationsverhaltnis 
wiirde selbstverstiindlich zu ganz anderen Zahlen fiihren.?) 
Jensen und Fischer berechnen auf Grund ganz andersartiger 
Versuche 4,9°/o. Laugier und Bénard®*) fanden die richtige 
Erklirung fiir diese Erscheinung: sie ist durch die zunehmende 
Spannung des Muskels verursacht. Es darf ferner nicht ver- 
gessen werden, dai nach so langem Verweilen in nicht aqui- 
librierten Lisungen die Eigenschaften des Muskels, besonders 
seiner Membranen, tiefgreifend verindert sind; die Reversibilitat 
zeigte sich ja in unseren erwahnten Versuchen schon nach einer 
Stunde als unvollstiindig. 

Um die Abweichung vom geradlinigen Verlaufe bei kurzer 
Versuchszeit niher zu verfolgen, bestimmte ich die Gewichts- 
iinderungen der Muskel in Saccharoselésungen nach !/4 und !/2 
Stunden (s. Tab. 2 und Fig. 4; in der letzteren wurden fiir 0,20, 
0,22, 0,23, 0,24 und 0,26 n-Mittelwerte eingesetzt). Die viertel- 
stiindige Kurve verlaéuft einer geraden Linie viel niiher als die 
einstiindige. Dieser Unterschied ist nicht nur scheinbar — 
bedingt durch kleinere Ausschliége in kiirzerer Zeit —, denn 
der stark abfallende Anfangsteil der einstiindigen Kurve kommt 
einer Geraden dadurch naher, daf der erste Wert starker herab- 
gesetzt wird als der folgende, wahrend der nahezu geradlinige 
Endteil derselben proportional hinaufzu verschoben wird. Setzen 
wir die drei ersten und drei letzten Werte der einstiindigen 
Kurve = 100, so sind die entsprechenden Werte der viertel- 
stiindigen Kurve wie in Tabelle 8 angegeben. 

Nun kann aber ein geradliniger Verlauf der Kurve nur 
von den schlieflich erreichten Gleichgewichtszustiinden er- 
wartet werden, die aus vorhin erwahnten Griinden nicht be- 





') Jensen, P., u. Fischer, H, W., Zeitschr. f. allg. Physiol., Bd. 11, 
S. 23 (1910). 
?) Fletcher, W. M., a. a. O. 
8) Laugier, H., und Bénard, H., a. a. O. 
11* 
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Tabelle 8. 
Konzentration | ‘/4stiind. Wert in °/o des 1stiind. Wertes 
0.05 | 40 
0,15 | 32 
0,20 | 15 
0,61 | 56 
1,0 | 57 
2.0) | 53 
+100 } 
Ey 4 
N uske/. 
y ; a 
Q 
3 
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a io 
+50 
ie. ee 
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stimmt werden kénnen. Die Gewichtsinderungen des Muskels 
am Anfang eines Quellungsversuches hangen nicht vom osmo- 
tischen Druckunterschiede, sondern von der Geschwindigkeit 
des osmotischen Wasseriibertrittes ab. Wir miissen also zur 
Erklirung die vorhandenen physikalischen Untersuchungen tiber 
die Geschwindigkeit des osmotischen Wasseribertrittes heran- 
ziehen. 
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Wir kénnen uns diesbeziiglich an die Untersuchungen 
von Vegard!) halten. Derselbe beobachtete an seinem Osmo- 
meter fiir vier verschieden konzentrierte Saccharoselésungen, 
mit welcher Geschwindigkeit das Wasser in den ersten 2 bis 
5 Stunden in die Zuckerlésung tibertritt. Die Geschwindigkeit 
nahm im Verlaufe der Versuche ab, erreichte dann einen kon- 
stanten Wert und zwar desto friiher, je verdiinnter die Losung 
war. Die konstant gewordene Geschwindigkeit des osmotischen 
Wasseriibertrittes nimmt nicht proportional der Konzentration 
zu, sondern langsamer und nahert sich so einem Maximum, 
welches Vegard weiterhin fiir einige Werte berechnet und 
ziemlich konstant findet. Auch Berkeley und Hartley?) 
geben an, dai die Geschwindigkeit des osmotischon Wasser- 
iibertrittes bei konzentrierteren Saccharoselisung rasch ab- 
nimmt; die Geschwindigkeit ist nach ihnen im Augenblicke des 
Versuchsbeginnes, wenigstens bei verdiinnten LOsungen, der 
Konzentration proportional. 

Vegards Versuche lassen sich nicht ohne weiteres auf 
den Muskel anwenden, wo sich der Saccharoselésung gegen- 
iiber nicht destilliertes Wasser, sondern der Muskelinhalt be- 
findet. Die Verhiiltnisse wiirden sich besonders fiir den hypo- 
tonischen Teil der Kurve kompliziert gestalten. Des Vergleiches 
halber wurden die Gewichtsabnahmen der Muskeln in der ersten 
Viertelstunde und in der ersten Stunde fiir die drei von Vegard 
beobachteten Konzentrationen*) an den Kurven abgelesen; dem 
osmotischen Drucke des Muskelinhaltes entsprechend mufte zu 
den von Vegard beobachteten Konzentrationen 0,23 addiert 
werden. Vegards Wert fiir 0,44-n und die Muskelwerte fiir 
0,67-n wurden = 100 gesetzt. Die Ubereinstimmung ist sehr gut 
(s.Tab.9). Wir sehen also jedenfalls die Richtung, in der die Er- 
klarung der wesentlichsten Abweichung vom Avogadroschen 
Gesetze zu suchen ist. 

Je kiirzer wir die Versuchszeit nehmen, desto naher kommen 
die Werte dem theoretisch zu erwartenden Verlaufe (s. Tab. 8), 


1) Vegard, L., Proc. Cambr. philos. soc., Bd. 15, S. 13 (1908). 

*) Berkeley, Earl of, und Hartley, E. G. J., Proc. roy. soc. A., 
Bd. 82, S. 271 (1909). 

*) Fir 1,75 n erhielt Vegard keine konstante Geschwindigkeit. 
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Tabelle 9. 
a SD 
Konzentration | Vegard hssenany | eames 
| 1/4 Stunde | 1 Stunde 
0,44 | 100 | 100 | 100 
0,88 | 161 | 164 | 164 
1,32 | 216 | 200 | 206 


desto besser stimmen die Werte fiir die verschiedenen Sub- 
stanzen, wie wir vorhin sahen, tiberein; so k6nnen wir also 
schlieBen, daB fiir den lebenden Muskel das Avogadrosche 


Gesetz volle Giiltigkeit besitzt. 


3. Quellungsversuche mit Leimplatten. 


Loeb beobachtete, dafi der Muskel nach langerer Zeit 
selbst in konzentrierten NaCl-Lésungen an Gewicht zunimmt?) 
und in isotonischen Lésungen verschiedener Salze bei langer 
Versuchszeit sehr verschiedene Wassermengen aufnimmt?); er 
wies als Erkliirung darauf hin, daf sich der Muskel nach Zer- 
stérung seiner Membranen «kolloidal» verhalt. *) Zu demselben 
Schlusse kam auch Beutner‘*) auf Grund seiner Saureschwellungs- 
versuche. Um die Beziehungen zur kolloidalen Quellung zu 
verfolgen, untersuchte ich die Gewichtsverinderungen von 
Leimstiicken unter denselben Bedingungen, wie diejenigen der 
Muskeln, wie dies auch v. Fiirth und Lenk®) gelegentlich 
ihrer Versuche iiber Muskelstarre taten. Es wurden hierzu 
20 g Gelatine in ca. 100 cem Wasser gelést — ungefahr dem 
EiweiBgehalte des Muskels entsprechend —, in eine ca. 3 bis 
5 mm hohe Schichte gegossen und hieraus kreisrunde Stiicke 
von 25 mm Durchmesser gestochen; mit denselben wurde 
dann ebenso verfahren, wie mit den Muskeln. Die Resultate 
sind in der folgenden Tabelle 10 und in Fig. 5—7 wieder- 
gegeben. Auch die Leimplatten schwommen in den konzen- 
trierten Zuckerlésungen auf der Oberfliiche der Lésung. 


') Loeb, J., Pfliigers Arch., Bd. 71, S. 462 (1898). 

*) Derselbe, ebenda, Bd. 75, S. 304 (1899). 

5) Derselbe, Science New ser., Bd. 37, S. 427 (1913). 

*) Beutner, K., Bioch. Zeitschr., Bd. 39, S. 280 (1912). 

5) v. Fiirth, O., und Lenk, E., ebenda, Bd. 33, S. 341 (1911). 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band XCIII, Tafel 3. 
Zu «K. v. Kérésy, Uber Muskelschwellung». 



























































*** sees, 





oT 





ee 





eee oe 













































































0 1:25 1-50 17$ (hhil+Joa)Konz. 20 








ya lte. 








---* 





no 
Le mm 
ee 





ee ie aneemen GEREN labia euetienes iemeee le oS ee ee 





eee 


ge ee tle apg Se Been deel ae we ee caiesie tltesieait alediee, nn 
‘ le me me eee 



































_—— 
"Ween | 














mee 








ne | 
ie oe 







































































0 125 450 4:75 (Mol+Jon)Konz. 20 


Verlag von Karl J. Triibner in StraSburg. 






























































































































































+#40 | 
WwW | 
TT al 
¥& Zz | Leimpja tLe. 
wes = ‘ T | : aes aa: GF We. 
e y: | 
SS 
+720 
| a 
gee 
| | | 
= ae ae see 
| « 
| ' 
i i L.. = = 
r | | | 
‘100 — a = 
| | | 
| | 
T | cee (ieee 
| | | 
| , ees! Seeeell (Sater eptmies fooreeeen (aeeter | (eewencn (Veneers eee 
| | 
| j | 
} + — ~~ ee = 
} | | 4 
+£0 | | | al ‘ 
| ] 
; | | | y 
= | a ae an a a a ee 7+—_|- 
; toy | | wou 
q ae + c= ee — os aed I —+.4— oy — an an | i= —* 
| ad pr eel a 
- — ~= — _ 7 ——- --4 — r - J —-—-- }- — = 
r | : / See Ne = 
reg An 
+60 4 | ” 2° 
] | ee | x 
} | | ae i 
‘ 
} ; eae. —} =: Sie eee a = 
A a a1 
+ aa 3 . a » i ee — oe 
| Fd ea “L_1- =-F=-F 
| A a es ee ee 
-_ 2 —+—— {~~ 5 a = 
+20 wand oe — 
mod — 
—— + ——-+4 re oo - 
| “4 - 
So ioe — 
QO ve <= 
-20 ; 



















































































0-25 


050 


OW 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band XCIII, Tafel 4. 
Zu «kK. v. Kéroésy, ber Muskelschwellung>. 


4:00 























































































































‘a 
| } i | | | | { | | | | ¥ 
a ee aS ever ieee ee Pee Bide ie ee en Uae 3 | | fi | / 
qr] tay i 7d ry | | | | | i j 
aed Pt fp fs : 
| | 1 | | ity ne = a | 
| a | a Dh an aan a a ae ce ae Te ies i | at ] | 
| | | | | | 
m=. = | ; | | ae | 
pt th Ht Ht —t — oa 
} | a 1 oy | | | } | } 
i : ' | } | | 
| | ] | r | 2 7 T | / ’ 
| | i 
r 08 Sn a + + - f + | er as a a a -+ i — " — aa | t / t ‘ 
| | | | | | : 
| | j | | | | / 
a = pop yt tH Ht / +—| : 
! j | | } i: 
j ; } | { | } 
' +--+ + tpt Ht HH HH + rama 
ik FCCC eer 
= — a is aay aes 1 a 7 ee Tm de ao. ae» + _++_— — y 
| | _— 
rtd : 
4 4 4 | i i i 
~~ Tr. - T T 
ae | | | 
a L | 6 | ‘ j } | | 
pt} | 4 SS es oe oe ee ee oe ee ee oe ee | 
a i fo | | ; | 
S ——E eee . = Ss a \ , | | | 
; ; —' . + fi. —— +——— —_ Ee —_— — b—_ -- -p  ____ -4 — + } 
\ | bid 
. eS ae ei {1 | 
\ ze \ | | 
‘, | \ | | | f 
= ~% — a i L? 












































195 (Mol +Jon)Konz. 2-0 


4:50 


Vas 























2 the. 
Ven: 







































































a 
































Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 














Uber Muskelschwellung. 


Leimplattenversuche. 


Tabelle 10. 
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Konz. | bg sees Gewichtsanderungen in °%o 
=i. .t.. .2 ames wena acumen sanenieneee pameees 
norm.') | Konz. |'/« Stunde '/2 Stunde 1 Stunde 2 Stunden 17 Stund. 
. @ekase 
0 si +29 | +43 | +69 | +100 | +286 
0,5 — +16 +24 | +38 | + 58 | +236 
10 | — —o1 | +01 | —o2 | + 01 | +135 
1,5 _ —i¢ | —3t | —~29 | — 89) 4+ 19 
2, ee —30 | —49 | —67 | — 90 | — 95 
Saccharose. 
0 _— +43 | + 63 | + 89 | +125 | -+332 
ao | -— oe | + of | + of | - a] 4oes 
1,0 | - Oe f= 2) om te | a Oe | _ 39 
aaa —64 | —109 | —152 | —208 | —236 
20 | — — 86 | —15,9 | —222 | —306 | —39,4 
NaCl. | 
0 | 0 +30 | +46 | + 67 | +100 | +467 
0,282 | 0,5 oh | 7a | +-98@ | 1978 | +. 45,6 
0,582 | 1,0 +42 | 470 | +111 | +17,2 | +496 
0891 | 15 +42 | +69 | +110 | +175 | +738 
1,215 | 2,0 +38 | +63 +102 +164 | +721 
KCL 
0 1 0 +24 | +39 | + 60 | + 90 | +286 
0,275 0,5 +06 | +67 | +103 | +164 | +616 
0,562 10 | +48 | +76 | +119 | +182 | +69,4 
0,850 15 | +50 | +7,6 | +196 | +193 77,0 
1,147 2.0 +46 | +75 | +121 | +190 | +764 
| CaCl,. | 
0 0 +33 | + 49 | + 7,4 | +108 | + 33,3 
0,433 0,5 +. 4,9 | + 78 | +13,3 | + 20,7 | + 68,2 
0,915 1,0 +- 4,8 | + 11,4 | +124 | +198 | +7194 
1,448 1,5 +38 | + 84 | +151 | + 26,54) -+ 124,74 
1,993 20 | +46 | + 84; — *; — | — 4 





‘) Bezw. bei CaCl, aeqa. norm. 


* Beginnende Auflésung. — A Aufgelést. — + Verlust beim Abtrocknen. 
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In den starken Glukose- und Saccharoselésungen schrumpft 
die Leimplatte wie dies schon Spiro beobachtete.!) Bei der 
Erklirung der Tatsache, daf die Muskeln in hypertonischen 
Zuckerlésungen fortgesetzt schrumpfen, muf neben der von 
Overton?) betonten Undurchlassigkeit der Membranen fiir 
Zucker dieser Umstand mit in Betracht gezogen werden. Es 
kann also die Schwellung oder Schrumpfung eines Muskels 
nach langerer Zeit (im Zustande der Maximalquellung) nicht 
ohne weiteres als Mab der Durchlissigkeit oder Undurchlissig- 
keit seiner Membranen fiir die betreffende Substanz betrachtet 
werden, da doch Schwellung oder Schrumpfen auch ein kol- 
loidaler Vorgang sein kann. 

In den NaCl- und KCl-Losungen jeder Konzentration schwollen 
die Muskeln nach 17 Stunden mehr oder weniger, und zwar 
in KCl stiirker als in NaCl. Ahnliches sehen wir bei den 
Leimplatten, wobei oberhalb 0,5-n selbst die Formen der be- 
treffenden Kurven einander ahnlich sind. In den CaCl,-Lésungen 
sahen wir alle Muskeln nach 17 Stunden schrumpfen, aber 
trotzdem eine Erhebung der Kurve gegen die héheren Konzen- 
trationen zu: auch der Leim schwillt mit zunehmender Kon- 
zentration stiirker, bevor er in Lésung geht. 

Ks finden sich also bei langer Versuchszeit gewisse 
Analogieen im Verhalten des Muskels und der Leimplatte, 
wihrend die anfinglichen Gewichtsanderungen derselben ganz 


verschieden verlaufen. 


4. Versuche mit ausgeschnittenen Muskelstiicken. 


Beziiglich der Frage iiber den Sitz der sich als semi- 
permeable Membran verhaltenden Oberfliche liegen bisher 
keine experimentellen Untersuchungen vor. Es kann dies ent- 
weder die dulfere Muskeloberflaiche sein, oder diejenige der 
einzelnen Muskelfasern, wahrscheinlich beide. Fiir die expe- 
rimentelle Behandlung der Muskelschwellung mute aber der 
Muskel in vereinfachender Weise als eine homogene mit einer 


') Spiro, K., Beitr. z. physiol. u. pathol. Chem., Bd. 5, S. 276 (1904). 
*) Overton, E., Pfliigers Arch., Bd. 92, S. 162 (1902). 
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Versuche mit ausgeschnittenen Muskelstiicken. 


Tabelle 11. — NaCl. 



























































Konz. | (Molek. Gewichtsinderung in °o 
+- Ion)- — —_—___—__— —_—__— _ 
norm.| Konz. | t/a Std. | '/2 Std. |1 Stunde) 2 Std. | 17 Std. 
1. Muskel .| +42,6/-+ 61,8/+ 71,3| +489 +363 
0,027] 0,05 2. » «| +668) -+-109,6| +1013) +676 + 42,5 
Mitel. ..| +55 |+ 86 |+ 86 | +58 |-+39 
1. Muskel . | ++ 20,1 | + 27,9|-+- 36,7| +-39,6| + 36,2 
0082} 015 j2. » .| +201/+ 275/+ 318) — J+ 96 
Mittl. ..{/-+-20 |+ 28 |4+ 34 | +40 |-+23 _ 
{. Muskel .| + 7,5/+ 11,4/-+ 12,7/ +14,8/+ 83 
o127| 023 2. >). 4109/4 1438/4 168) 4190 +224 
Mitel. ..|+ 9 |+ 13 |+ 15 | +17 |+15 
1. Muskel | + 49/+ 39/+ 60! +101/ +182 
0169] 031 2. » .| + 73B/+ 67/4 91) +17,3/ +182 
Mitel... ./+6 {+ 5 |+ 8 |+14 |+18 — 
1. Muskel .| — 12/+ 3,1/+ 3.5 | 4+-11,9| + 15,8 
0229] O41 J2 » .|+ 36/4 47/4 95] +19,7/ +219 
Miltel " ge ca / lal ie hak 6 | +16 | 4-19 
1. Muskel . | —19,9|— 20,2/— 8,0| +-10,7| +462 
0582) 10 2 » .|— s2|/— ssl+t 5,7/ + 9,3/-+324 
Mitel. ..|—14 |— 165 |— 1 | +10 |+89 — 
1. Muskel .| —144/— 7,5/+ 15,5| +38,4/-+74,7 
1,215} 20 j2 » .|—162/— 109|/-+ 62) +27,1/+763 
Mittl. ..|—165 |— 9 |+ 11 | +33 |+76 — 








semipermeablen Membran umgebenen Masse betrachtet werden, 
obgleich die Membranen sicher nicht ideal semipermeabel sind. 
Tatsachlich liegt ailen Experimentaluntersuchungen tiber Muskel- 
schwellung seit Loebs erster Arbeit diese Auffassung zugrunde. 
Overtons!) Hypothese, daf die aufere Muskelmembran per- 
meabel und nur die einzelnen Fasermembranen semipermeabel 
waren, ist experimentell unbegriindet; aus den interessanten 





1) Derselbe, ebenda, Bd. 92, S. 134 (1902). 
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Beobachtungen von Urano’) und Fahr?) laBt sich diesbeziiglich, 
wie auch Bottazzi%) hervorhebt, kein Schluf ziehen. 

Um die Rolle der éuferen Muskelumhiillung zu unter- 
suchen, entfernte ich dieselbe, indem ich die dufere Schichte 
des Froschgastrocnemius durch mehrfaches Auflegen eines 
Rasiermessers spaltete und dann rundherum wegschnitt. Mit 
diesen herausgeschnittenen Muskelstiicken fiihrte ich eine Ver- 
suchsreihe mit verschieden konzentrierten NaCl-Lésungen aus; 
die Methodik ist dieselbe wie fiir den intakten Muskel, die 
Versuchsfehler aber selbstverstindlich gr6éBer. 

Tabelle 11 und Figur 8 zeigen, da sich die herausge- 
schnittenen Muskelstiicke bei ganz kurzen Versuchszeiten (1/4 
und '/2 Stunde) dem intakten Muskel 4hnlich verhalten, indem 
sie in verdiinnten Lésungen schwellen, in konzentrierten 





') Urano, F., Zeitschr. f. Biol., Bd. 50, S. 212 (1908); Bd. 51, 
S. 483 (1908). 

?) Fahr, G., ebenda, Bd. 52, S. 72 (1909). 

*) Bottazzi, Wintersteins Handb. d. vergl. Physiol., 1. Bd., 


1. Hialfte, S. 417. 
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schrumpfen; die Fasermembranen benehmen sich also als semi- 
permeable Membranen. Der [sotoniepunkt verschiebt sich aber 
viel schneller gegen die hdhere Konzentration zu als bei dem 
intakten Muskel, so daf schon nach einer Stunde alle Muskel- 
stiicke im Schwellungsstadium sind. Nach diesen Versuchen 
scheint es also die verhiltnismabig grobe Widerstandsfihigkeit 
der diuBeren Umhiillung des Muskels gegeniiber dem Einflusse 
der umgebenden LOsung m6églich gemacht zuhaben, die osmo- 
tischen Verhiltnisse der Muskelquellung aufzuklaren. Uber die 
Frage, ob sich auch die idufere Muskeloberfliiche wie eine 
semipermeable Membran verhilt, sagen die Versuche nichts aus. 
Moglicherweise liegt der Isotoniepunkt fiir die Fasermembranen 
bei einer hOheren Konzentration als fiir die dufere Muskel- 
membran. 

Meigs') beobachtete, daf die glatte Magenmuskulatur 
des Frosches und der Schliefimuskel der Schnecke sich in 
verschiedenen LOsungen ganz anders verhalten als die quer- 
gestreiften Muskeln des Frosches, und meint dieses abweichende 
Verhalten auf kolloidale Vorgiinge zuriickfiihren zu miissen. 
Diese Muskeln werden aber aus einer gréfieren Muskelmasse 
herausgeschnitten, sie kénnen also viel richtiger mit dem heraus- 
geschnittenen Muskelstiick, als mit dem intakten Muskel ver- 
glichen werden. Ich untersuchte das Verhalten des heraus- 
geschnittenen Gastrocnemiusstiickes in einigen der Loésungen 
mit welchen Meigs die auffallendsten HResultate erhielt (s. 
Tab. 12; dieselbe enthalt auch den Parallelversuch mit in- 
takten Muskeln fiir NaCl [Mol. -+- Ion] Konz. = 3,0). 

Der zeitliche Verlauf der Gewichtsverdinderung des aus- 
geschnittenen Muskelstiickes ist von dem des intakten Muskels, 
mit Ausnahme der 1-n Saccharoselésung, ganz verschieden 
(vgl. Tab. 2 und 7 dieser Arbeit). Ein Vergleich der Ergeb- 
nisse mit denjenigen von Meigs?) zeigt, dai die Abwesenheit 





') Meigs, E. B., Journ. of exp. Zool., Bd. 13, S. 497 (1912); Journ. 
of biol. chem., Bd. 17, S. 81 (1914). 

*) Vergl. Meigs, E. B., Journ. of exp. Zool., Bd. 13, S. 497 (1912): 
Vers. 3, 7, 13, 15, 60; Journ. of biol. chem., Bd. 17, S. 81 (1914): Vers. 


1, 5, 17. 
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Tabelle 12. 





—— in °/o 








th, ounite| hs Stunde | 1 Stunde | 2 Stunden | | 17 Stunden 


| | | i 
Versuche mit ausgeschnittenen Muskelstiicken. 








Destilliertes Wasser. 
































1. Muskel ..] -+-108,4 | +1261 | +1206 | +920 | +51, 

2» ..| +1292 | + 96,7 | + 83,8 | +55,1 | + 38,9 

Mitel... .. 4115 | +101 | +102 | +74 | 445 
0,23-n-Saccharose. 

1. Muskel *. .[ ++ 13,6 | +258 | +371 | +466 | +402 
2 > F122 | +203 + 33,9 | + 50,7 +- 51,0 
“ — Sn) See _— paws 

Mittel..... 4-13 7 +93 | +386 | +49 +- 46 
1,0-n-Saccharose. 
1. Muskel . .] — 15,1 —19,0 | —215 | —32,0 | —23,2 
2. >» — 15,5 —181 | —201 | —23,1 | — 55 
Mitel... .. —~1 | —19 | —21 —o3 | —14 
1,880-n-NaCl ({Molek. -++ Ion]-Konz. = 3,0). 
1. Muskel . .| — 13,0 — 6,8 + 6,7 +236 | + 66,7 
2» .., —11,0 — 22 +95 +259 | +769 
Mittel. ... . —12 anil +8 | +. 25 -+-72 


Versuch mit intakten Muskeln. 
1,880-n-NaCl ({[Molek. + Ion]-Konz. = 3,0). 














1. Muskel ..| —142 | —190 | —17,3 | —164 | +133 
2 » ..| —161 —20,6 | —195 | —180 | + 87 
Mittel..... with |. — 20 —- — 7 +11 


* Zwei Muskeln desselben Frosches. 


einer natiirlichen Oberfliche die von Meigs beobachteten Ab- 
weichungen teilweise erklirt; so nehmen z. B. sowohl der glatte 
Muskel') wie das herausgeschnittene Muskelstiick in der isoto- 
nischen Saccharoseliésung stetig an Gewicht zu. Es ist aber auch 


‘) Vgl. Meigs, E. B., Journ. of exp. Zool., Bd. 13, S. 497 (1912): 
Vers. 15 u. 60. 
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moglich, daB Meigs’ Muskeln eine sauere Reaktion besafen 
bezw. wahrend der Priparation durch den Mageninhalt sauer 
wurden. Ein richtiges Urteil lieBe sich nur dann fillen, wenn 
der Verlauf der Gewichtsénderung der glatten Muskel in kurzer 
Zeit nach den verschiedenen Konzentrationen der Lésungen 
bekannt ware. Dann wiirde sich eventuell superponiert iiber 
eine allgemeine Neigung zur Schwellung eine Abhangigkeit 
vom osmotischen Drucke ergeben, ihnlich wie dies Schwarz') 
fiir den tatig gewesenen Muskel fand. 

Diese Untersuchungen wurden auf Veranlassung von 
J. Loeb unternommen, dem ich fir sein freundliches Inter- 
esse meinen aufrichtigsten Dank sage. 


Zusammenfassung. 


1. Die Gewichtsénderungen des Froschgastrocnemius 
zeigen nach einstiindigem Verweilen der Muskeln in Reihen 
verschieden konzentrierter Lésungen von fiinf Stoffen — Glu- 
kose, Saccharose, NaCl, KCl, CaCl, — einen nahezu iden- 
tischen Verlauf. Das Avogadrosche Gesetz gilt also nicht 
nur fiir den [sotoniepunkt, sondern fiir alle Konzentrationen. 

2. Die bedeutendste scheinbare Abweichung von der Giil- 
tigkeit des Avogadroschen Gesetzes bildet der Umstand, 
dafi die Voluménderung des Muskels in verdiinnteren Lésungen 
verhaltnismifig staérker ist als in konzentrierten. Diese Ab- 
weichung ist bei viertelstiindiger Versuchsdauer geringer, als 
bei einstiindiger. Die Gewichtsiinderungen des Muskels sind 
ferner bei kurzer Versuchsdauer nicht von dem. osmotischen 
Druckunterschiede, sondern von der Geschwindigkeit des osmo- 
tischen Wasseriibertrittes abhangig; diese ist nach den vor- 
handenen physikalischen Untersuchungen dem _ osmotischen 
Druckunterschiede nicht proportional, sondern nimmt langsamer 
zu als derselbe. Es zeigt sich ein gewisser Grad von Uber- 
einstimmung zwischen der Volumendnderung des Muskels bei 
kurzer Versuchszeit und der Geschwindigkeit des osmotischen 
Wasseriibertrittes im osmometrischen Versuche. 





1) Schwarz, G., Bioch. Zeitschr., Bd. 37, S. 34 (i911). 
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3. Nach 17stiindigem Verweilen der Muskeln in den ver- 
schiedenen Lésungen zeigt sich gar keine Ubereinstimmung 
mehr mit dem Avogadroschen Gesetze. Die Gewichtsver- 
iinderungen von Leimplatten zeigen aber in denselben Lé6- 
sungen nach derselben Zeit mehrfache Ahnlichkeiten mit dem 
Muskel. Es handelt sich also hierbei teilweise um kolloidale 
Schwellung. 

4. Herausgeschnittene Muskelstiicke zeigen bei viertel- 
stiindiger Versuchsdauer ein dem Avogadroschen Gesetze 
entsprechendes Verhalten; dieses Verhalten veriindert sich 
aber viel schneller als bei dem intakten Muskel. Die dufere 
Muskelumhiillung beschiitzt also das Muskelgewebe vor der 
Beeintriichtigung durch die umgebende Lésung. 





4 
ce ee oe 


. 
o~ 


i 





* 
o~ 





Eine wohicharakterisierte, organische Schwefelverbindung. 
erhalten aus Proteinstoffen bei Behandlung derselben mit 
Salpetersdure. 

Von 


Carl Th. Moérner. 


(Der Redaktion zugegangen am 1]. Okteber 1914.) 


Inhalt. 
Einleitung. 
1. Das Untersuchungsmaterial und seine event. Vorbehandlung. 
2. Salpetersiurebehandlung. 
3. Isolierung der organischen Schwefelverbindung (in Form von Baryumsalz). 
4. Die Umkristallisierung usw. des Baryumsalzes. 
5. Die Eigenschaften des Baryumsalzes. 
6. Analysen des Baryumsalzes usw. 
7. Die Identifizierung der organischen Schwefelverbindung. 
8. Zur Frage nach dem Ursprunge der Methylsulfosiure bezw. den Bin- 
dungsformen des Proteinstoffschwefels, 
Anhang. Untersuchung iiber den Krystallwassergehalt im Baryummethy]- 
sulfonat (synthetischem Material). 


Einleitung. 


Es ist eine seit alters vorliegende Erfahrung, daf bei 
Behandlung von Proteinstoffen (z. B. Casein) mit Salpetersiéure 
eine vollstindige Uberfiihrung des Proteinstoffschwefels in 
Schwefelsiure nicht stattfindet. Auch wenn man sich konzen- 
trierter Siure, in reichlichem Uberschuf, bedient und iiberdies 
Erwirmung anwendet, wird stets ein Teil des Proteinstoff- 
schwefels sich der Umwandlung in Schwefelsiéure entziehen, 
mit anderen Worten in organischer Bindung verbleiben. Erst 
durch Schmelzen z. B. mit Salpeter und Soda 1aéBt sich auch 
dieser Rest des Schwefels in Schwefelsiure iiberfiihren, wes- 
halb auch eine energische Salpetersiurebehandlung an und 
fiir sich nicht an die Stelle der Salpeter-Alkalischmelzung 
treten kann, wenn es eine quantitative Schwefelbestimmung 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. XCIII. 12 
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in Proteinstoffen gilt.!) Einer Kenntnis der Art der ange- 
deuteten, resistenten, organischen Schwefelverbindung hat man 
bisher ermangelt. Zwar sind gewisse, bei Salpeterséureein- 
wirkung auf Proteinstoffe entstehende, organische Produkte 
isoliert und identifiziert worden, ein schwefelhaltiger Stoff aber 
befindet sich nicht unter ihnen.?) Die Ausfiillung dieser Liicke 
schien mir von Interesse, nicht nur um der Sache selbst willen, son- 
dern auch im Hinblick darauf, daf dadurch mOglicherweise ein wei- 
terer Beitrag beziiglich der Frage der Bindungsformen des Schwe- 
fels innerhalb des Proteinstoffmolekiils erhalten werden koénnte. 

Die Untersuchungen, tiber die im nachstehenden be- 
richtet werden soll, wurden bereits im Jahre 1896 begonnen; 
eine vorliufige Mitteilung, beziiglich eines besonderen Protein- 
stoffs, Glutin, ist auch in einer Arbeit vom Jahre 1899%) ge- 
liefert worden. Mehr systematisch sind sie indessen erst in 
letzterer Zeit durchgefiihrt worden. 


1. Das Untersuchungsmaterial und seine eventuelle 
Vorbehandlung. 


Die Untersuchung hat umfabt: 
Eigentliche Kiweifstoffe. 


Serumeiweil (I). 
Htihnereiweif (II). 
Casein (III). 


‘) Demgem&f bildet, wie bekannt, die von Hammarsten (diese 
Zeitschr., Bd. 9 (1885), S. 273—309) beschriebene Salpetersdurebehandlung 
bei quantitativer Bestimmung von Proteinstoffschwefel lediglich eine in ge- 
wissen Fallen zweckmifige Vorbereitung fiir die nachfolgende Schmelzung. 

*) Nach Untersuchungen von Miithlhauser (1854), Nencki und 
Sieber (1885), v. Firth (1899), Habermann und Ehrenfeld (1902). 

’) «Beitrag zur Kenntnis einiger Eigenschaften des Glutins» (diese 
Zeitschr., Bd, 28, S. 471—521). Es wird dort (S. 483—484) gesagt: «Qb- 
gleich meine daraufhin unternommenen Versuche wegen der technischen 
Schwierigkeiten bei der Isolierung des schwefelhaltigen Endproduktes noch 
keinen Abschluf gefunden, und man demnach nicht behaupten darf, dah 
das Resultat endgiiltig festgestellt sei, will ich indes auf meine bisherigen 
Beobachtungen gestiitzt, als héchst wahrscheinlich erklaren, daf der 
Glutinschwefel nach einem Oxydationsverfahren obiger Art [energische 
Salpetersiure- resp. Kénigswasserbehandlung] hauptsachlich als Methyl- 
sulfonsiure, CH, . HSO, wiederzufinden ist.» 
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Proteide. 
Ovomucoid (IV). 
Haimoglobin (V). 
Albumoide. 
Keratin (VI). 
Glutin (VII). 


In jedem Falle ist dafiir gesorgt worden, da das zur 
Salpetersiiurebehandlung kommende Material mdglichst frei 
von Alkalisalzen war (deren Gegenwart in groferer Menge, 
in einem spéteren Stadium der Behandlung, stirend einwirken 
konnte). 

I. Serumeiweif. «Albumin aus Blut» (von Kahlbaum) 
wurde in kochendes, schwach mit Essigsiure angesiuertes 
Wasser gebracht; die koagulierten Lamellen wurden gewaschen, 
mit oft gewechseltem Wasser extrahiert, getrocknet und pul- 
verisiert. S-Gehalt:!) 1,3°/o. 

Il. Hiihnereiweif. «Albumen ovi siccum» (von Kahl- 
baum) wurde in Wasser (1 + 20) gelist. Die geseihte Lé- 
sung wurde in Wirme unter Zusatz von Essigséure koaguliert. ®) 
Die Koageln wurden reichlich mit Wasser extrahiert, ausge- 
preBt und nach Trocknen pulverisiert. S-Gehalt: 1,8°/o. 

Ill. Casein. «Caseinum (Hammarsten)», von Kahl- 
baum. S-Gehalt: 0,75°/o. 

IV. Ovomukoid. Das bei der Koagulierung von Hihner- 
eiweiB (s. oben unter Il) erhaltene, klare Filtrat wurde kon- 
zentriert und unter Kochen mit Ammoniumsulfat gefallt. Die 
hierdurch unldslich gemachte Ovomukoidmasse wurde mit 
Wasser extrahiert, bis das Wasser mit Nesslers Reagens 


1) Hier und im folgenden ist der S-Gehalt fiir wasserfreie Substanz 
angegeben. Fiir I, II, VJ und VII stiitzen sich die Ziffern auf vom Verf. 
ausgefiihrte Analysen, fiir die iibrigen auf in der Literatur zugiingliche 
Angaben. 

*) Dank dem Entgegenkommen des Inhabers der Kgl. Akademischen 
Apotheke «Kronan» in Upsala, Herrn Apotheker T. Delphin, der mir die 
Hilfsmittel seines Apothekenlaboratoriums giitigst zur Verfiigung stellte, 
konnte die grofe Menge solcher Eiweiflésung (100 Liter) auf nur 2 
Portionen verteilt verarbeitet werden. 





12* 
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keine Ammoniumreaktion mehr gab. Schlieblich Auspressung, 
Trocknung und Pulverisierung. S-Gehalt: 2,2 °/o. 

V. Himoglobin. Ein wohlbereitetes, pulverformiges 
schwedisches Fabrikat!) wurde in kochendem, schwach mit 
Essigsiiure angesiiuertem Wasser zum Koagulieren gebracht. 
Protrahiertes Extrahieren mit Wasser, Auspressen und Trocknen. 
S-Gehalt: 0,6°/o. 

VI. Keratin. Weife, langhaarige, gewaschene australische 
Schafwolle. S-Gehalt: 3,3%/o. 

VII. Glutin. «Gelatine, extra, Golddruck» (von Kahl- 
baum), wurde mehrmals mit Wasser in reichlichen Mengen 
extrahiert. Die hierbei geschwellte Gelatine?) wurde mit kon- 
zentrierter Chlorwasserstoffsiure (3 1 pro 1 kg Trockensub- 
stanz) libergossen. Die Mischung wurde auf etwa ++ 100° C. 
60 Stunden lang gehalten, wiahrend welcher Zeit die Biuret- 
reaktion immer schwiicher und schlieflich unmerkbar wurde. 
Behufs Austreibens eines Uberschusses von Chlorwasserstoff- 
siure wurde die Mischung eine Woche lang (jeden Tag ca. 
12 Stunden lang) auf Wasserbad gehalten. 

Der Anlaf dafiir, daB das Glutinmaterial, im Gegensatz 
zu dem iibrigen, mittelst Hydrolisierung vorbereitet wurde, 
lag in von Hammarsten’) und Verf. friher gemachten 
Beobachten betreffs des von dem der Eiweifstoffe gianzlich 
abweichenden Verhaltens des genuinen Glutins gegen Salpeter- 
siiure. Einige meiner diesbeziiglichen Versuche seien hier an- 
gefiihrt. 

Versuch 71. 0,5 kg Gelatine wurden mit 5 1 konzen- 
trierter Salpetersiiure (spez. Gew. 1,39) in der Warme, teils auf 
Wasserbad (1/2 Tag), teils, und zwar danach, tiber offener 
Flamme, behandelt; schlieSlich Konzentrierung auf Wasserbad 
auf etwa 11, wobei ein ziher Sirup, ohne eine krystalli- 
nische Ausscheidung, erhalten wurde. Wéihrend der ganzen 
Zeit war keine deutliche Reaktion wahrnehmbar; Priifung auf 
Oxalsiiure fiel negativ aus. Bei fortgesetzter Konzentrierung 


‘) Aus Rinderblut hergestellt; Eisengehalt: 0,30 °%/o. 
2) Nach Trocknen hatte sie einen S-Gehalt von: 0,22°/0. 
*)} A. a. O., S. 289. 
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des genannten Sirups auf Wasserbad trat ganz plotzlich eine 
heftige Reaktion ein: eine Menge Rauch ging ab, und in dem 
GefifB blieb eine kohlschwarze, schwammige Masse zuriick. 

Versuch 2. 0,25 kg Gelatine -+- 11 rauchende Salpeter- 
siure. In Zimmerwiérme 1 Tag lang; danach in Wasser- 
badwirme 1 Tag lang. Keine nennenswerte Reaktion wahr- 
nehmbar; keine Oxalsiurebildung. Erst bei Zusatz von kon- 
zentriertem Kinigswasser (1 1 konz. Chlorwasserstoffsiiure -- 
1'2 | rauchende Salpetersiure) lie}, im vorliegenden Falle, 
der Widerstand des Glutinmolekiils endlich nach, was in 
einer kriiftigen, sichtbaren Reaktion und in reichlicher Bil- 
dung von Oxalsiiure zum Ausdruck kam (die konzentrierte 
Mischung schied eine Menge grofer Krystalle der genannten 
Séure aus).) 

Die durch Chlorwasserstoffsiurehydrolyse von Glutin er- 
haltene Mischung von Produkten (zu grobem Teil salzartig an 
Chlorwasserstolff gebunden) reagierte ohne jede Schwierigkeit 
mit gewohnlicher, konzentrierter Salpetersiure. 


2. Salpeterséiurebehandlung. 


Hierbei kamen von dem vorbereiteten Material die (in 
Klammern) in der Tabelle auf S. 10 angegebenen Quantitiéten 
zur Anwendung.?) 

In jedem Falle wurden 61 konzentrierter Siéure (spez. 
Gew. 1,4) pro 1 kg (wasserfreies) Material angewandt, welch 
letzteres, vor dem Einbringen in die Séure, mit seiner halben 
Gewichtsmenge Wasser angefeuchtet worden war. Die Mischung 
wurde im Freien in gerdumigen Gefifien,*) ohne besondere 
Erwaérmung, einen oder zwei Tage lang unter haufigem Um- 
ruhren stehen gelassen. Schon in diesem Stadium machte sich 
eine beginnende Reaktion deutlich, in gewissen Fallen heftig 





1) Dasselbe Resultat wurde auch mit rauch. Salpeterséure allein, 
im Verhaltnis zu der des Glutins reichlicherer Menge, als wie es im Ver- 
suche 2 der Fall war, angewandt, erreicht. 

*) Die Zahlen geben die Materialmengen an, berechnet in wasser- 
freiem Zustande (in Wirklichkeit wurde eine dem Wassergehalt ent- 
sprechende, gréfere Menge des lufttrockenen Materials angewandt). 

*) Zylinder aus Steingut oder Schalen aus echtem Porzellan. 
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geltend (spontane Erwirmung, Aufgehen und Entweichen nitréser 
Gase). Die Reaktion wurde durch Erwiirmen (in Schale aus 
echtem Porzellan) auf Wasserbad zur Vollendung gebracht, 
wobei das Volumen des Inhalts mehr und mehr abnahm, gleich- 
zeitig damit, da nitrése Gase massenhaft entwichen. Ent- 
ziindung, Verkohlung oder Reaktion von  explosionsartiger 
Heftigkeit trat in keinem Falle ein. 


3. Isolierung der organischen Schwefelverbindung 
(in Form von Baryumsalz). 


Da es sich zeigte, dab die gesuchte Verbindung in freiem 
Zustande eine leichtlésliche, sirupartige Sure war, sehr 
leichtlésliche Salze gab und sich auch mit keinem organischen 
LOsungsmittel ausschiitteln lieB, muBte die Isolierungstechnik 
darauf ausgehen, durch geeignete Mafnahmen (Auskrystalli- 
sieren, Ausfillen, Ausschiitteln usw.) aus der Reaktionsmischung 
gradweise die tbrigen, zahlreich und teilweise in kopiOsen 
Mengen vorhandenen Stoffe zu entfernen. Nachdem dies der 
Hauptsache nach geschehen, kann das, wenn auch leichtlés- 
liche, so doch wohlkrystallisierende Baryumsalz_ schlieBlich 
durch Auskrystallisierung, Absaugung, Prefbung und eventuell 
Umkrystallisierung von dem letzten Rest von Fremdstoffen 
befreit werden. Unter solchen Verhiiltnissen liegt es in der 
Natur der Sache, daf die Isolierungsprozedur sich zeitraubend 
und umstiindlich gestalten muf; anderseits aber hat es sich 
gezeigt, dab sie — in der jetzt ausgearbeiteten Form — in 
jedem gepriiften Falle zu positivem Resultat gefiihrt hat. 

Zur Veranschaulichung des angewandten Isolierungs- 
verfahrens sei ein konkretes Beispiel angefiihrt (Vers. VI). 
Die von Wolle (entsprechend 3 kg Trockensubstanz) und 
konzentrierter Salpeterséure (18 1) erhaltene, auf ca. 51 kon- 
zentrierte Reaktionsmischung wurde abktihlen gelassen. Am 
Tage darauf wurde eine fettartige Schicht von der Oberflache 
entfernt, worauf fortgesetzte Konzentrierung auf Wasser- 
bad stattfand.!) Nach Abkiihlung wurde (mittelst Glaswolle- 


‘) Wenn hier von Erwiirmen, Verdunsten in Warme, Konzentrieren 
o. dgl. gesprochen wird, ist stets Wasserbadwirme (nie Erwarmen iiber 


offener Flamme) gemeint. 
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filters) abgesetzte Krystalle’) entfernt. Nach fortgesetztem 
Konzentrieren und Abkthlen wurde eine weitere reichliche 
Menge Krystalle?) entfernt, was noch einmal wiederholt wurde. °) 
Die Fliissigkeit (kriftig orangefarben) wurde 3 mal mit Ather 
(4/2, 1/2 bezw. 4/4 Vol.) ausgeschiittelt.+) Luftdurchleitung (be- 
hufs Entfernung des Athers); Konzentrierung zu Sirupkonsistenz, 
Verdiinnung mit Wasser und erneute, langdauernde Erwirmung 
(behufs Austreibung fliichtiger Séure). Der Sirup wurde, nach 
Abkihlen, mit 1'/2 | Spiritus®) verriihrt. Nach 1 Tag in 
kaltem Raum Filtrieren,®) Waschen von Fillung und Filter 
mit 1/2 1 Spiritus. Die Spiritusfliissigkeit wurde, unter Um- 
rihren, allméhlich in eine, bei Warme bereitete Lésung von 
11/2 kg Baryumhydroxyd (Kahlbaums, alkalifrei, «zur Ana- 
lyse») -+- 41 Wasser hineinlaufen gelassen, wobei eine 
stark alkalische Reaktion in der Mischung auftrat. Danach 
wurden, unter Umriihren, weitere 6 1 Spiritus hinzugesetzt 
(das Volumverhiltnis zwischen Spiritus und Wasser in der 
Mischung also ca. 2:1). Die kopidse, hell braungelbe Fallung 
— aufer Baryumoxalat und Baryumsulfat eine reichliche 
Menge organischer Substanz von bis auf weiteres unbekannter 
Art enthaltend — wurde am Tage danach durch Filtrieren 
entfernt. Das Filtrat nebst in reichlicher Menge angewandtem 
Waschspiritus (2:1) wurde, nach Zusatz von etwas weiterem 
Baryumhydroxyd, zur Trockne eingedampft.*) Der Riickstand 
wurde mit Wasser aufgenommen und filtriert. Das Filtrat (an- 





1) Von Oxalsiiure; Gewicht: 916 g. 

*) Von Oxalsiure und p-Nitrobenzoeséure ; Gewicht: 595 g. 

5) Von Oxalséiure und p-Nitrobenzoesdure; Gewicht: 154 g. 

4) Aus dem Ather wurden weitere 16 g Oxalsiurekrystalle und 
aromatische Nitrosiure (u. a. 16 g, in Form von wohlkrystallisiertem 
Kaliumsalz) erhalten. 

5) Unter «Spiritus» wird hier und im Folgenden 96°/oiger (Vol.) 
verstanden. 

*) Durch diese Mafinahme werden, zu wesentlichem Teil, in dem 
Material vorhandene Reste von Alkalisalzen (in Form von saurem Sulfat) 
entfernt. 

") Dabei gingen Ammoniak und event. andere fliichtige Basen ab 
(an Methylamine erinnernder Geruch wurde verspiirt). 
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dauernd von alkalischer Reaktion) -+- Waschwasser wurde 
auf 1/2 1 Volumen gebracht und, unter Umriihren, mit 2 | 
Spiritus versetzt (d. h. das Volumverhiltnis zwischen Spiritus 
und Wasser = 4:1). Nach einem Tage wurde die entstandene 
Fiallung abfiltriert;!) letztere wurde mit Spiritus, in demselben 
Verhiiltnis (4: 1) verdiinnt, gewaschen. Die Spiritusflissigkeit 
wurde bis zur Trockne eingedampft; der Rest wurde mit 
Wasser aufgenommen und filtriert. Das Filtrat wurde mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure in etwas Uberschu8 (behufs vollstin- 
digen Ausfillens von Baryum) versetzt. Nach Filtrieren wurde 
zu Sirupkonsistenz eingedampft. Danach wurde konzentrierte 
Salpetersiiure (150 ccm) hinzugesetzt und zuerst gelinde einige 
Stunden lang erwarmt, sodann zu Sirupkonsistenz eingedampft;?) 
Verdiinnung mit Wasser, wiederum langdauernde Erwiirmung 
(behufs mdglichst vollstindiger Entfernung von fliichtiger Saéure 
einschl, Salpetersiure). Die wisserige LOsung des Sirups (von 
einigen Kieselsiiureflocken abfiltriert) wurde 3 mal mit Ather 
ausgeschiittelt,*) worauf Luft hindurchgeleitet und, nach Zusatz 
von Baryumhydroxyd in kraftigem Uberschu8, zur Trockne 
eingedampft wurde.‘) Nach Aufnehmen des Restes mit Wasser 
und Filtrieren (u. a. wurde Baryumsulfat abfiltriert) wurden 
Kiltrat -|- Waschwasser auf 300 ccm Volumen gebracht. 
Spiritus (1200 cem) wurde hinzugesetzt (d. h. im Volumenver- 
hiiltnis 4:1). Nach !/2 Stunde) wurde die, im Gegensatz zu 
den vorhergehenden Fiillungen, relativ spiirliche Fallung ab- 


') Hierdurch wurde wieder eine Quantitét organischer, in Wasser 
leicht, in Spiritus von der fraglichen Konzentration schwerldéslicher Substanz 
entfernt. 

*) Der Zweck dieser wiederholten Salpetersiurebehandlung war 
der, méglichst vollstaéndig eventuell zuriickgebliebene Reste von oxy- 
dierbaren, organischen Stoffen zu oxydieren. 

3) In dem Ather wurde etwas Oxalsiure, die bei der letzten 
Salpetersiiurebehandlung neugebildet worden war, angetroffen. 

*) Wieder entwich etwas Ammoniak. 

®) Wiirde man in diesem Stadium mit dem Filtrieren, z. B. einen 
ganzen Tag lang zégern, so wiirde man die Gefahr laufen, daf auch 
das Baryumsalz der gesuchten, schwefelhaltigen Saiure in nennenswertem 
Grade ausfallen und somit verloren gehen kénnte. 
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filtriert. Filtrat -- Waschspiritus (4:1) wurden zur Trockne 
eingedampft; der Riickstand mit Wasser aufgenommen und 
filtriert. Das Filtrat wurde wieder nahezu bis zur Trockne 
eingedampft (gegen das Ende hin wurde etwas Baryumhydroxyd 
hinzugesetzt), worauf die Masse mit 150 ccm absolutem Alkohol 
verrieben und die Mischung in geschlossenem Gefiii 1 Tag lang 
ruhig stehen gelassen wurde.!) Das ungeloste wurde abfiltriert 
und mit Wasser aufgenommen; Einleiten von Kohlendioxyd 
in Uberschu8, Eindampfen zur Trockne, Aufnehmen mit Wasser 
und Filtrieren (wodurch Baryumcarbonat entfernt wurde). Das 
schlieBliche, klare und fast farblose Filtrat wurde konzentriert, 
zuletzt in einem kleinen Porzellantiegel. Wenn eine Krystall- 
kruste an der Oberfliiche aufzutreten begann, wurde dann und 
wann mit Glasstab umgeriihrt, wobei die schwere Kruste zu 
Boden ging, dann eine neue sich bildete usw. Als nur einige 
wenige Kubikzentimeter Mutterlauge tibrig waren, wurde die 
Mischung, noch warm, auf ein Saugfilter gebracht, worauf un- 
mittelbar kraftig zwischen Filtrierpapier gepreBbt wurde. 
Nach Trocknen in H,SO,-Exsikkator wog die erhaltene, aus 
farblosen, kurzen, kleinen’ Prismen_ gebildete  Krystall- 
masse 9,3 g. 

Auf dieselbe Weise ist in den tibrigen Fiillen verfahren 
worden, nur mit dem Unterschiede, dai man, wenn das Aus- 
gangsmaterial betrachtlich geringer als in dem eben wieder- 
gegebenen Beispiel war, durchgehends mit dementsprechend 
geringeren Volumina, einer geringeren Menge Baryumhydroxyd 
usw. arbeitete. in gewisser Beziehung abweichend gestaltete 
sich Versuch VII (Glutin). An dem Punkte, der sonst den Ab- 
schlu6B bezeichnete, trat keine Auskrystallisierung des Baryum- 
salzes ein. Eine Wiederholung der Reinigungsprozedur von 
der vollstaéndigen Ausfallung des Baryums mittelst verdiinnter 
Schwefelsiure, Konzentrierung des Filtrats zu Sirupkonsistenz, 
Ausschiitteln mit Ather usw. an fiihrte indessen auch hier zum 





1) In der Masse event. vorhandenes Natrium (oder Kalium), das 
nicht in friiherem Stadium entfernt worden ist, geht als Hydroxyd in 
den Alkohol iiber, der dagegen das Bariumsalz der organischen, schwefel- 
haltigen Siure ungelist laft. 
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Ziele. Die erhaltene Ausbeute an krystallisiertem, exsikkator- 
getrocknetem Baryumsalz betrug in den verschiedenen Versuchen: 
I. (Serumeiweifh, 3,5 kg) 10,8 g, entsprechend pro 1 kg: 3,1 g. 


Il. (Hiihnereiweifi, 3,— ») 17,4 » > >» 1 >» 58 » 
III. (Casein, 0,85 ») 4,7 » > >» 1.» 5» 
IV. (Ovomucoid, 0,25 >») 31> » >» 1 » 124> 
V. (Hiimoglobin, 1,2 ») 3,7 > » >» 1» 31>» 
VI. (Keratin, 3,— >») 53> > >» 1 >» 18> 
VII. (Glutin, 2,5 ») 34> > >» 1» 14> 


Als quantitativ betrachtet, besitzen die obigen Zahlen 
nur einen relativen Wert. Zwar k6nnen sie, als Resultate 
moglichst gleichformiger Arbeitsweise, im grofen und ganzen 
mit einander vergleichbar sein, d. h. wenigstens groBere Unter- 
schiede in der Menge der Ausbeuten in gewissen Fillen zum 
Ausdruck bringen, betont sei jedoch auch, dab sie gleichzeitig 
Mindestwerte darstellen miissen, indem man hier mit betracht- 
lichen Verlusten an Substanz, teils in den groéferen, volumi- 
nosen Fillungen, teils in den Mutterlaugen, zu rechnen hat. 


4, Die Umkrystallisierung usw. des Baryumsalzes. 


Siimtliche obenerwiéhnten Priparate wurden einmal um- 
krystallisiert, indem die wéasserige Lésung, unter dann und 
wann geschehendem Umriihren in Wiérme konzentriert wurde, 
Absaugen usw. Sie erwiesen sich alle als ein weifes, schweres 
krystallinisches Pulver (unter dem Mikroskop: kurze Prismen).') 

Der gréBere Teil der Priiparate I, 1 und II, 1 wurde je 
fiir sich von neuem in Wasser geldst, worauf die LOsungen 
in einen H,SO,-Exsikkator (Zimmerwérme) gestellt wurden. 
Nach einigen Tagen wurden klar durchsichtige, grofe und dicke 


Krystalltafeln (rhombisch; einige — infolge Verstiimmelung 
der spitzen Winkel — unregelmiébig, andere dagegen mehr 


regelmiifig hexagonal) herausgelesen: «Priip. I, 2» bezw. «Prap. 
I], 2, a).» Aus der Mutterlauge des letztgenannten Praparates 
wurde eine neue Krystallisation kleinerer, im tibrigen aber 
gleichartiger Tafeln gewonnen: «Prap. II, 2, b).» Durch Ver- 


‘') Sie werden im folgenden mit den verschiedenen Versuchen 
entsprechenden Nummern bezeichnet; die bei I und II erhaltenen werden 
bezeichnet als: «Prap. I, 1» bezw. «Priip. UI, 1». 
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arbeitung der vereinigten Mutterlaugen (sowohl der urspriing- 
lichen als der bei Umkrystallisierung erhaltenen) wurde weiterhin 
eine ansehnliche Portion von dem Baryumsalze (14,2 g) er- 
halten, die nach einmaliger Umkrystallisierung, in Warme, 
11,2 g wog: «Priip. VIII» (weiBes, mikrokristallinisches Pulver 
aus kurzen Prismen). Von diesem Préparat wurden 3 Portionen 
zu je 3g zur Darstellung einiger anderen Metallsalze ver- 
wendet. 

1. Wurde mit 2,287 g kryst. Kupfersulfat umgesetzt. 
Das stark konzentrierte Filtrat schied bei spontaner Ver- 
dunstung 1!/2—3 cm lange, schmale Krystalltafeln von rein 


2. Wurde zuerst mit 18,3 cem Normal-Schwefelsiure 
versetzt. Das Filtrat!) wurde nach Zusatz von 3,471 g kryst. 
neutr. Bleiazetat auf Wasserbad bis fast zur rockne einge- 
dampft; Aufnahme mit Wasser; die Lésung setzte im Ex- 
sikkator farblose, rhombische Tafeln ab, welche abgesondert 
wurden (= Bleisalz). 

3. Wurde mit 1,5975 g wasserfreiem Kaliumsulfat um- 
gesetzt. Das Filtrat wurde bis fast zur Trockne konzentriert. 
Auskochen mit 350 cem 96°/oigem Spiritus, Warmfiltrieren. 
Beim Abkiihlen erstarrte das Filtrat zu einer eisiihnlichen Masse 
von langen, ‘uferst feinen, miteinander verwebten, farblosen 
Nadeln. Absaugen und Auspressen zwischen Filtrierpapier. 
Seidig gliinzende, weifie lockere Masse (= Kaliumsalz). 


d. Die Eigenschaften des Baryumsalzes. 


Betreffs des Aussehens sei auf das bereits oben Gesagte 
verwiesen. Die in Wirme bereiteten, mikrokrystallinischen 
Praparate haben kein Krystallwasser. Solches besitzen da- 
gegen die bei Zimmerwiirme gebildeten, tafelformigen Krystalle 
(siehe unten 8S. 14); durch Verwitterung werden diese — nach- 
dem sie anfangs klar durchsichtig gewesen sind — zuerst an 
der Oberfliche perlmutterglinzend, dann allmiihlich mehr und 
mehr opak, schlieflich ganz wei, undurchsichtig. Bei-- 110° C. 





1) Gab, bei direkter Priifung, keine Reaktion fiir Baryum, auch 
nicht fiir Schwefelsiure. 
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bis zu konstantem Gewicht getrocknet, kann die Substanz 
auf betriichtlich hodhere Temperatur (130° oder noch mehr) 
erhitzt werden, ohne daf eine Gewichtsverminderung oder eine 
andere Veriinderung sich geltend macht. 

Die Léslichkeit in Wasser ist hochgradig; 2 Teile Wasser 
sind zu vollstiindiger Aufl6sung bei gew6hnlicher Temperatur 
mehr als hinreichend (die Lésung von neutraler Reaktion). 
Die Loslichkeit in Spiritus nimmt mit steigendem Alkoholgehalt 
rasch ab. Unloslich in absolutem Alkohol und in den gewohn- 
lichen, organischen Lésungsmitteln. Bei Erhitzen des ge- 
trockneten Salzes treten Blasenbildung und Verkohlung ein, 
wobei Wasser abgegeben wird. Die wéasserige Losung der 
alkalisch reagierenden Schmelze gibt mit Bleiazetat schwarze 
Fiillung (Bleisulfid), mit verd. Chlorwasserstoffsiure Schwefel- 
wasserstoff und Triibung durch freien Schwefel. Bei Verdunsten 
mit Chlorwasserstoffsiure keine Abscheidung von Baryumsulfat 
(= Atherschwefelsiiure abwesend) und auch keine Retention 
von Chlor. Bei Erwarmung mit konz. Jodwasserstoffsaure ent- 
weicht Schwefelwasserstoff und wird Jod freigemacht. Bei 
Kochen mit konz. Natronlauge und Behandlung desVerdampfungs- 
riickstandes mit Chlorwasserstoffséure -+- Zink bildet sich kein 
Schwefelwasserstoff, wohingegen solcher sich bei entsprechender 
Behandlung der wisserigen Lésung der Alkalischmelze bildet.') 
Bei Schmelzen mit Salpeter und Ansdéuern mit Chlorwasser- 
stoffsiiure entsteht Fallung von Baryumsulfat, nach dessen Ab- 
filtrieren Zusatz von Baryumchlorid eine neue, reichliche Fallung 
von Baryumsulfat (von annihernd demselben Gewicht wie die 
erste Fiillung) hervorruft. Wird der nach Ausfallen des Baryums 
mit Schwefelséure und Eindampfen des Filtrats erhaltene Sirup 
(= die freie Siure) mit Phosphorpentachlorid?) und die dabei 
erhaltene Reaktionsmischung danach mit Zink und verd. Schwefel- 
siiure behandelt, so macht sich ein widerlicher Geruch, an 
dem von faulendem Weifkohl erinnernd, bemerkbar, und das 


') Bei Zusatz von Chlorwasserstoffsiure allein entwickelt sich, im 


letzteren Falle Schwefeldioxyd. 
?) Behufs Uberfithrung event. Sulfosdéure in entsprechendes Sulfo- 


chlorid. 
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Gas ruft, bei Hindurchleiten durch Isatinschwefelsiiure, Griin- 
firbung dieser letzteren hervor (= Merkaptanreaktion). Diese 
letzterwihnten Reaktionsverhiltnisse zeigen — unter Bertick- 
sichtigung der Art und Weise der Darstellung -— mit Be- 
stimmtheit, daB eine Sulfosiiure vorliegt. 


6. Analysen des Baryumsalzes usw. 


A. Baryumsalz.') 

Behufs Ba- bezw. S-Bestimmung wurde die Substanz 
(getrocknet bei 110° C.) in Alkalisalpeterschmelze gebracht; 
das entstandene Baryumkarbonat wurde abgesondert und in 
Sulfat iibergefiihrt (a). Aus dem Filtrat vom Baryumkarbonat 
her wurde, nach Abriiuchern der Salpeterséure mittelst Chlor- 
wasserstoffsiure und unter Beobachtung sonstiger Vorsichts- 
mabSregeln, vorhandene Schwefelséure mit Baryumchlorid aus- 
gefallt (b). In einigen Fallen wurde auch Ba-Bestimmung an 
einer besonderen Portion durch unmittelbare Abréucherung 
der Substanz mit Schwefelsiure in UberschuB ausgefiihrt (c). 


Prép.. I, 1. 
a) 0,6348 g ergaben 0,4506 g BaSO,, entsprechend 41,78 °/o Ba. 
b) 0,6348 » » 0,8654 >» > > 18,72 » S. 
b) 03165 » > 0.4333 » > > 18,80 » » 
c) 0,4414 » » 0.3124 » » > 41,65 » Ba. 


') Schon in einem friiheren Stadium dieser Untersuchung waren 
2 Priparate von diesem Salz dargestellt worden: 

a) aus ‘/s kg aus natiirlichem Elierklar erhaltenem, koaguliertem 
Hiihnereiweifi (bei der Ovomucoidarbeit des Verfs. im Jahre 1893 er- 


halten); 
b) aus '/e kg koaguliertem Hiihnereiweif, dargestellt aus «Albumen 


Ovi siccum» (von Merck), 
welche bei Analyse die nachstehenden Werte (nach Trocknen bei-—+- 110° C.) 
ergeben haben: 

















S %o Ba %/0 
19.01 41,18 
Prip. a 7 19,03 40,98 
19,06 J 40,78 | 
19,23 41,51 
, »d 19.45 er | at 59 
19,07 f 41,68 f 
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Prap. I, 2. 
a) 0.5858 g ergaben 0.4144 g BaSQ,, entsprechend 41,63 °)o Ba. 
b) O,5858 » > 0,8172 » >» > 19,16 » S, 
c) 0,4645 » > 0.3308 >» >» > 41,91 > Ba. 


Krystallwasserbestimmung: ‘) 
1.4782 g Gewichtsverminderung im Exsikkator wahrend 4 Wochen 0,1087 g 
> bei 110° weitere 0,0031 » 
Summa... 0,1118g 





entsprechend 7,56 °o. 


Priap. II, 1. 
a) 0.4601 g ergaben 0.3230 g BaSO,, entsprechend 41,32°/o Ba. 
b) 0,2606 » > 0.3526 » > > 18,58 » S. 
Priip. II, 2, a). 
a) 0,5182 g ergaben 0,3688 g BaSO,, entsprechend 41,89 °/o Ba. 
b) 0.5182 » > 0,7355 » > > 19,49 > 8. 
Krystallwasserbestimmung : ') 
1,5127 g Gewichtsverminderung im Exsikkator wahrend 4 Wochen 0,1090 g 
> bei 110° weitere 0,0057 » 
Summa. . . 0,1147¢ 
entsprechend 7,58 °/o, 
Prip. II, 2, b). 
a) 0.5535 g ergaben 0,3969 g BaSO,, entsprechend 42,20 °/o Ba. 


b) 0,5535 » > 0.7820 > >» > 19,40 » S. 
c) 0.3832 » > 0,2727 >» » > 41,88 » Ba. 
d) 8962 mg » 2,54 mg CO,, 2 7,73 » C.*) 
d) 8,962 » > 1,555 » H,0, > 1,94 > H. 
d) 8,775 » > 2,55 » CO,, : 7,93 » C, 
d) 8,775 » > 150 » 4H, > 1,91 > H. 


Krystallwasserbestimmung: *) 
1,2143 g Gewichtsverminderung im Exsikkator wahrend 4 Wochen 0,0855 g 
> bei 110° weitere 0,0047 » 


Summa. . . 0,0902 g 
entsprechend 7,43 %o. 


Prip. Il. 
a) 0,5371 g ergaben 0,3862 g BaSO,, entsprechend 42,32°/o Ba. 
b) 0.5371 » > 0,7358 » > > 18,81 » S. 


c) 0,5009 » > 0,3612 >» >» > 42,44 » Ba. 


') Die Subst., vor der Waigung, im Exsikkator 1 Tag lang aufbewahrt. 
*) Die C- und H-Bestimmungen (d) sind bereitwilligst und sorg- 
faltigst von Herrn Dr. H. Lieb, Graz, ausgefiihrt worden. 
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Prip. IV. 
a) 0,4554 g ergaben 0,3254 g BaSO,, entsprechend 42,05°/o Ba, 


b) 0.4554 » > 0.6412 » » > 19,34 » S. 
d) 9,980 mg > 2,81 mg CO, > 7,68 >» C. 
d) 9,980 >» > 1,65 » H,O > 1,85 >» H. 
d) 8,420 » > 2,405> CO, > 7,79 » C. 
d) 8,420 » > 1,36 » H,O > 1,81 > H. 
Priip. V. 
a) 0,6078 g ergaben 0,4347 g BaSO,, entsprechend 42,09°/o Ba. 
b) 0,6078 » > 0,8596 » > > 19,42 » S. 
c) 0,5200 » > 0.3677 ¢ » > 41,62 > Ba. 
d) 9,315 mg > 2,56 mg CO,,. > 7,50 » C. 
d) 9,315 » > 1,50 » H,O, > 1,80 » H. 
d) 8,992 >» > 2,525 » CO,, > 7,66 » C, 
d) 8,992 » > 143 » H,O, > 1,78 >» H. 
Prip. VI. 
a) 0,7184 g ergaben 0,5135 g BaSO,, entsprechend 42,07°/o Ba. 
b) 0,7184 » + 1,0083 > » > 19,27 » S. 
d) 8328 mg» 2,31 mg CO,, > 7,67 >» C€. 
d) 8,328 » > 1,37 » H,O, > 1,84 > H. 
d) 8,735 » > 2,485 » CO,, > 7,76 » C. 
d) 8,735 » > 145 » H,O, > 1,86 > H. 
Prip. VII. 
a) 0,5554 g ergaben 0,3911 g BaSO,, entsprechend 41,44°/o Ba. 
b) 0,5554 » > 0,7876 >» » > 19,47 >» S, 


Prap. VIII. 
a) 0,8443 g ergaben 0,6014 g BaSQ,, entsprechend 41,92°/o Ba. 


b) 0,8443 » > 1,1934 >» >» > 19,41 >» S, 
Berechnet fiir (CH,SO,), - Ba: 
C 7,33 °/o 
H 1,85 » 
S 19,57 >» 
Ba 41,94 » 
Berechnet fiir (CH,SO,), - Ba + 1'/2:H,O: 
H,O 7,62 %/o. 


B. Andere Salze. 
1. Kupfersalz (getrocknet bei 110°).') 


') Hierbei entwich Krystallwasser 22,60°/o, nahezu entsprechend 
4 Mol. Die getrocknete Substanz fast weif (nur mit schwachem Stich 
ins Grinblaue). 
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0.5443 g ergaben 0,1701 g CuO, entsprechend 24,97 °jo Cu 
(berechnet fiir (CH, -SO,),-Cu: 25,06 %o Cu). 


2,8509 g Gewichtsverminderung bei 110° 0,1296 g, entsprechend 
Krystallwasser 4,55 °/o 
(berechnet fiir (CH,+SO,),- Pb -—-H,O: 4,34 /o). 
0,5912 g getrocknete Substanz ergaben 0,4520 g PbSO,, 
entsprechend 52,22 °/o Pb 
(berechnet fiir (CH, + SO,), + Pb: 52,11°/o Pb). 


3. Kaliumsalz (getrocknet bei 110°). 
a) 0,3687 g ergaben 0,2372 g K,SO,, entsprechend 28,890 K. 
b) 0,8845 » > 0.5604 » > » 28,91 >» K. 
(berechnet fiir (CH,SO,)-K: 29,16 °/o K). 


2. Bleisalz (im Exsikkator 3 Stunden lang aufbewahrt). 





7. Die Identifizierung der organischen Schwefel- 


verbindung. 


Daf dieselbe eine Reprisentantin der Gruppe der Sulfo- 
siiuren ist, ist bereits oben ausgesprochen worden. Auch kann, 
im Hinblick auf die analytischen Daten und die sonstigen Eigen- 
schaften der dargestellten Salze, nicht der geringste Zweifel 
dariiber herrschen, welche Sulfosiiure hier vorliegt. Die aus 
siimtlichen untersuchten Proteinstoffen, bei Behandlung mit Sal- 


petersiure, erhaltene Siiure ist Methylsulfosiure: os » 
ae 





Durch dieses Untersuchungsresultat, das iibrigens des Verf.’s 
oben (S. 2) wiedergegebene, friihere Annahme betreffs des 





‘) Zuvor bekannt von der organischen Synthese her und als 


ms, SO,  betrachtet. 


Derivat der asymmetrischen schwefligen Saure: Hy 





Methylsulfosiure ist isomer mit der aus symmetrischer schwefliger Saure, 


HO... 
HO/ ie 


HO 
derivierten Verbindung Methylsulfit : CH 980. 
mn 





Was Literatur betrifft, so ist vor allem zu vergleichen: Kolbe, 
Ann. d. Chemie u. Pharmacie, Bd. 54 (1845), S. 145-188; Muspratt, 
ebenda, Bd. 65 (1848), S. 251—263; Carius, ebenda, Bd. 114 (1860), 
S. 140—147; Collmann, ebenda, Bd. 148 (1868), S. 101—110 und 


ww. 


Berthelot, Compt. rend., Bd. 69 (1869), S. 563—566. 
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Schwefels eines der nun naher untersuchten Proteinstoffe (des 
Glutins) bestatigt, ist demnach Aufschluf tiber die Art des bei 
Salpetersiurebehandlung von Proteinstoffen seit lange beob- 
achteten, zu Schwefelséure nicht oxydierbaren Schwefelrestes 
erhalten worden. Jedenfalls besteht dieser letztere zum Teil’) 
aus der ebengenannten, wohlcharakterisierten Siure. 


8. Zur Frage nach dem Ursprunge der Methylsulfo- 
sdiure bezw. den Bindungsformen des Proteinschwefels. 


Das einzige bisher mit Sicherheit konstatierte, primiire, 
schwefelhaltige Spaltungsprodukt aus Proteinstoffen ist be- 
kanntlich Cystin. Unter solchen Umstanden erhebt sich hier 
zunichst die Frage: stammt die bei Salpetersiurebehandlung 
von Proteinstoffen erhaltene Methylsulfosiiure von dem Cystin 
her oder nicht? 

Die Beantwortung dieser Frage scheint nicht schwer zu 
sein, auch wenn wir uns auf die bereits oben angefiihrten 
und einige sonst bisher bekannte Tatsachen beschrinken. Eine 
Zusammenstellung einerseits der Menge isolierter Methylsulfo- 
siure (in Form von Baryumsalz), anderseits aus entsprechendem 
Proteinstoffmaterial isolierten Cystins — soweit Angaben hie- 
riiber vorliegen — ist hierbei sehr lehrreich (siehe S. 18)). 

Klar ist, daB die Menge der Methylsulfosiiure nicht im 
mindesten in Verhiiltnis steht zu der des Cystins; eher findet 
man, daf betreffs gewisser Fille (z. B. Casein, Keratin) eine 
ausgesprochene inverse Proportionalitét herrscht. Insbesondere 
verdient Beachtung, daB die Methylsulfosiuremenge aus dem 
unerhort cystinreichen Keratin kaum groBer ist als die aus dem 
des Cystins ermangelnden Glutin. 

Zu weiterer Bestitigung sind direkte Versuche mit iso- 
liertem, reinem Cystin?) behufs Feststellung des Verhaltens 





') Ein anderer Teil davon kann, zumal wenn es sich um cystin- 
reiche Proteinstoffe handelt, von anderer Art sein (siehe S. 18 u. ff.). 

*) Dargestellt teils aus Horn, teils aus Schafwolle, nach Folin’s 
vortrefflicher Methode (Journ. of biological Chemistry, Band 8 (1910), 
S. 9—-10). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 13 
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nn ______________________________| 
g pro kg Material 
Isolierte Menge | Enthaltene Menge 

Baryummethylsulfonat €ystin 
Serumeiweif. . . « « + e 3,1 | 12 ') 
HiihnereiweiB ...... 5,8 3 *) 
ae ee a 5,5 0,2 * 
Ovomucoid ....ee-s 12,4 | — 
Haimoglobin ; 3,1 | 3,1 4) 
Keratin (Schafwolle) .. . 1,8 | 73-125 5) 
J a ee er 1,4 0 





dieses Stoffes bei Behandlung mit Salpeterséure angestellt 
worden. ®) 

Vers. 7. Cystinportionen von 0,2 g, genau abgewogen, 
wurden mit reiner Salpetersiiure*) von verschiedener Starke 
und in wechselnder Menge (siehe die Tabelle unten!) behandelt, 
zuerst 1 Tag lang in Zimmerwirme, dann auf Wasserbad. 
Aus dem beim Eindampfen erhaltenen Sirup, verdiinnt mit 
1 °/oiger Chlorwasserstoffsaéure, wurde die entstandene Schwefel- 
siiure vollstiindig mit Baryumchlorid ausgefallt, wonach das 
Jaryumsulfat auf gewodhnliche Weise abgeschieden und ge- 
wogen wurde (= Schwefelsiure-S). Der beim Eindampfen 
der Filtrate zur Trockne erhaltene Rest wurde mit Salpeter 


‘) K. A. H. Mérner; «Kiéiufliches Bluteiweif>. 

*) K. A. H. Mérner; «Eieralbumin, nicht krystallisiert». 

5) Winterstein und Strickler; «Casein nach Hammarsten>». 

‘) Abderhalden; <Oxymimoglobin des Pferdes». 

°’) Abderhalden und Voitinovici; «Schafwolle>. 

6) Versuche hieriiber scheinen zuvor nicht angestellt worden zu 
sein. Zwar wird allgemein (siehe z.B. Abderhaldens Biochem. Lexikon, 
Bd. 4 (Berlin 1911), S.658, R6hmanns Biochemie (Berlin 1908), S. 367) 
angegeben, dafSi Neuberg (Ber. d. d. Chem. Gesellsch., Bd. 35 (1902), 
S. 3161—3164) Is&thionsiure als Produkt der Einwirkung in sparsam 
bemessener Menge angewandter verd. Salpetersiure in Wasserbadwairme 
auf Cystin nachgewiesen hiitte. Geht man indessen auf das Original 
zuriick, so zeigt es sich, daf, die Angabe sich auf Cystein bezieht. 

7) Vom Verf. umdestilliert, vollkommen schwefelsdurefrei. 





| 
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und Natriumhydroxyd geschmolzen. Bei der weiteren Behand- 
lung der Schmelze lege artis erhaltenes Baryumsulfat wurde 
gewogen (= Rest-S). Die Resultate, umgerechnet in Prozent 
Schwefel auf das Cystin, finden sich nachstehend angegeben. 























| | sali tia | | 
Starke der, Ange- | Wasser | | 
fer- | | wandte freie Schwefel-| | Summa 
| Salpeter- | : Salpeter- | Rest-S | . 
such | | Menge siure in | saure-S S *) 
Nr. | - ‘der Saéure | der Probe 
°/o | s 6 %/o °/o %0 
1 10 10 1 24.03 | 228 | 26,31 
2 10 10?) 1(x 3) 24.25 | 1,41 25,66 
3 10 60 6 24.41 | 2,37 26,48 
4 20 10 2 22,73 | 3,48 26,21 
5 30 10 3 29.94 | 3,79 26,53 
6 60 | 4% | 4 21,29 | 4,76 | 26,05 
7 60 10 6 21,68 | 4,54 26,22 
60 10 *) 6 (x 3) 2217 | 3,65 25,82 




















Die Reaktion des Cystinschwefels mit Salpetersdure ver- 
liuft demnach nicht glatt, d. h. zu vollsténdiger Schwefelsaiure- 
bildung.*) Abgesehen von einer geringeren Tendenz zu Schwefel- 
verlust durch Verfliichtigung, am merkbarsten in den Proben, 
bei denen wiederholte Salpetersiiurebehandlung und _nach- 
folgende Eindampfung auf Sirupkonsistenz stattgefunden hat, 
entzieht sich ein betrichtlicher Teil der Schwefelsdéurebildung 
und zwar, der Regel nach, in zunehmendem Grade, je groBer 
die Konzentration der angewandten Séure ist. Man konnte 
geneigt sein sich vorzustellen, da® der fragliche Restschwefel 
moglicherweise aus Methylsulfosaure bestiinde, und daf also 
dennoch die genannte Erscheinung etwas mit der Entstehung 
der aus Proteinstoffen isolierten Methylsulfosiiure zu tun hatte. 





') EigenerSchwefelgehalt des angewandten Cystinpraparats: 26,52 °/o. 

*) Der Zusatz von Siure 2mal wiederholt, jedesmal nach vorher- 
gehender Eindampfung auf Syrupkonsistenz. 

*) Im Gegensatz zu dem, was nach Brein! und Baudisch (diese 
Zeitschr., Bd. 59 (1907), S. 158—169) bei Wasserstoffsuperoxydbehandlung 
der Fall sein soll. 


13* 
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Fortgesetzte Versuche waren daher von ndéten. Die Menge 
Salpetersiure, im Verhiltnis zu der Menge des behandelten 
Materials, war in dem einen Versuche (3) dieselbe, die bei den 
Proteinstoffversuchen angewandt worden war, in dem anderen 
Versuche (2) wurde eine reichlichere Menge Siure verwendet. 

Vers. 2. 5 g Cystin wurden mit konzentrierter Salpeter- 
siiure (300 ccm) behandelt, zuerst in Zimmerwiirme 1 Tag lang, 
dann auf Wasserbad; schlieBlich Eindampfen zu Sirup. Dieser 
wurde mit Wasser aufgenommen, 3 mal mit Ather!) ausge- 
schittelt und, nach Luftdurchleitung und Eindampfen zu Sirup, 
mit Baryumhydroxyd alkalisiert. Nach Filtrieren, Kohlendioxyd- 
einleitung und Eindampfen zur Trockne wurde der Riickstand 
mit Wasser aufgenommen und filtriert. Filtrat +- Wasch- 
wasser gaben, nach Eindampfen, einen hellgelben, firnifartigen 
Riickstand, der 0,052 g wog. Wiederaufldsen und Jangsames 
Verdunsten; im Exsikkator keine Krystallbildung. Die in Wasser 
wieder aufgeléste Masse wurde mit 4 Vol. Spiritus versetzt; 
die entstandene flockige Fallung wurde nach !/2 Stunde abfil- 
triert. Filtrat 4+- Waschspiritus (4:1) ergaben bei langsamer 
Verdunstung einen firniBartigen Riickstand, der nur 0,018 g wog. 

Vers. 3. 50 g Cystin wurde dem Vorhergehenden gemiab 
mit Salpetersiiure (800 ccm) behandelt. 2?) Nach abgeschlossener 
‘eaktion wurde weiter konzentriert. Oxalsiiurekrystalle wurden 
entfernt.®) Dreimal Schiitteln mit Ather, ) Luftdurchleitung, Ein- 
dampfen zu Sirup, Aufnehmen mit Spiritus (250 ccm). Nach 
1 Tag spiiter vorgenommenem Filtrieren wurde die Fliissigkeit 
in warm zubereitete LOsung von Baryumhydroxyd (250 g) in 
Wasser (625 ccm) eingebracht. Weiterer Spiritus (1000 ccm) 
wurde zugesetzt. Nach 1 Tag wurde die voluminése weibe 
Fillung abgeschieden, wieder in Spiritus (2 : 1) aufgeschwemmt 


') Nahm Oxalsaure auf. 
*) Unmittelbar bildete sich ein «Kuchen» von Cystinnitrat (dieses 


Salz ist in konz. Salpetersiure sehr schwerldslich, siehe den niéchst- 
folgenden Aufsatz!). Nach 1 Tag Stehen in Zimmerwarme wieder klare 
Lésung (die Fliissigkeit gab bereits in diesem Stadium intensive Reaktion 


auf Schwefelsiéiure und Oxalsiure). 
*) Gewicht derselben 14,8 g. 
*) Aus dem Ather wurden weitere 1,3 g Oxalséure erhalten. 
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und abfiltriert, worauf mit ebensolchem Spiritus gewaschen 
wurde. Die vereinigten Spiritusfiltrate (--+ Waschspiritus) 
wurden zur Trockne eingedampft. Aufnehmen mit Wasser, 
Filtrieren; Filtrat +- Waschwasser (75 ccm) wurden mit Spi- 
ritus (300 ccm) versetzt, wobei nicht einmal binnen 24 Stunden 
eine Fallung eintrat. Es wurde daher zur Trockne eingedampft, 
schlieBlich ganz langsam in Platinschale. Keine Krystallbildung. 
Der firniBartige Riickstand wog 0,21 g.!) Wiederholte Versuche, 
Krystallierung hervorzurufen, waren resultatlos. 

Die in Vers. 2 und 3 schlieBlich erhaltenen Riickstande 
erwiesen sich zwar als relativ reich an organisch gebundenem 
Schwefel,?) aber sowohl ihre im Verhiltnis zu dem ange- 
wandten Cystin unansehnliche Menge als auch ihr Verhalten 
im tbrigen zeigte vollig klar, daB sie nicht aus dem Baryum- 
salz der Methylsulfosiure bestanden, und daB also Cystin, schon 
allein aus diesem Grunde — abgesehen von dem oben Ange- 
fiihrten — keine Rolle als Muttersubstanz fiir die Methylsulfo- 
siure aus Proteinstoffen spielen kann. 5) 

Die bereits von Liebig gehegte Auffassung, dal’ die 
Proteinstoffe zwei verschiedene Schwefelbindungsformen ent- 
halten, hat zwar nach K. A. H. Mérner’s umfassenden, sorg- 
failtigen Untersuchungen eine Einschrankung erleiden miissen, 





') Wahrend des Trocknens, bei -+- 110° C., wurde ein knoblauch- 


artiger Geruch verspiirt. 
*) Das meiste des «Restschwefels» scheint bei der Baryumhydroxyd- 


bezw. Spiritusbehandlung, als schwerldsliches Ba-Salz ergebend, entfernt 


worden zu sein. 
*) 50 g Cystin entsprechen, riicksichtlich des Cystingehalts, z. B.: 





Berechnete Ausbeute von Baryummethylsulfonat: 








4kg Serumeiweif | 12 g 
16 kg Hithnereiweif, | 93 g 
250 kg Casein 1375 g 


Sogar von der cystinreichen Schafwolle wird jedoch, um 50 g 
Cystin zu entsprechen, eine so grofe Quantitit wie ca. '/s kg erforderlich, 
von welcher Menge man eine Ausbeute von ca. 1 g isoliertem Baryum- 
methylsulfonat erwarten kann. 
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indem was friiher als «oxydierter» oder «fest gebundener» 
Schwefel aufgefabt worden ist, teilweise dem Conto des «nicht 
oxydierten» oder «locker gebundenen» Schwefels, d. h. der 
neueren Nomenklatur gemif dem des Cystinschwefels tiber- 
wiesen werden mu, und man in Ubereinstimmung hiermit hat 
meinen kénnen, dai gewisse Proteinstoffe aus dem genannten 
Grunde wahrscheinlich ihre ganze Schwefelmenge in Form 
von Cystinschwefel besitzen, obwohl man bei einfacherer expe- 
rimenteller Anordnung in ihnen die beiden Bindungsformen 
repriisentiert zu sehen geglaubt hat. Weiter hat der genannte 
Forscher, mit seinen reichen Erfahrungen auf dem Gebiete, 
nicht einer unitarischen Auffassung —- die Cystinbindung die 
einzige Schwefelbindung in Proteinstoffen!) — ftir welche Auf- 
fassung Cohnheim als Anwalt aufgetreten ist,?) entgegen- 
kommen zu kénnen geglaubt. K. A. H. Mérner gibt mit Be- 
stimmtheit gewisse Proteinstoffe an, auf die die fragliche, ein- 
heitliche Theorie sich nicht anwenden 1i&{t, in denen man also 
das Vorhandensein auch einer andersartigen Bindung annehmen 
mu, nimlich in der Schalenhaut (des Hiihnereies), Fibrinogen, 
Ovalbumin und Casein. Zu diesen Beispieien méchte ich noch 
a-Krystallin und Glutin hinzufiigen, welche beide, obwohl 
offenbar schwefelhaltig, sich bei Anstellen einer Sulfhydryl- 
reaktion negativ verhalten. Eine neu hinzugekommene, 
positive Sttitze fiir die Existenz auch einer anders- 
artigen, d. h. nicht cystinartigen Schwefelbindung 
scheint mir in dem hier nachgewiesenen Auftreten 
von Methylsulfoséure bei der Behandlung von Protein- 
stoffen mit Salpeterséiure, in Zusammenhang mit dem 
Nachweis davon, dais Cystin als Muttersubstanz der- 
selben ausgeschlossen ist, zu liegen. 

Kine zweite Frage ist dann die nach der Art des Atomen- 
komplexes in dem Proteinstoffmolektil, dessen Vorhandensein 
durch das Auftreten von Methylsulfoséure unter den fraglichen 
Umstiinden indiziert wird. Im wesentlichen lassen sich dies- 


1) Abgesehen von Chondroitinschwefelsiiure in den Chondroproteiden. 
*) Chemie der Eiweifkoérper, 3. Aufl., Braunschweig 1911, S. 38 u. 82. 
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beziiglich zwei Moglichkeiten denken: die eine, dafi die Methyl- 
sulfosiiure, bis zu einem gewissen Grade priiformiert, z. B, in 
der Form der Gruppe: 

—Or, 

CH,/ 
(eventuell in Form einer anderen, nahverwandten Gruppe), 
vorhanden ist, die andere, dal die Methylsulfosdéure als Oxy- 
dationsprodukt aus einem anderen, schwefelhaltigen Stoff, auf 
die eine oder andere Weise an das Proteinstoffmolekiil ge- 
bunden, z. B. Methylsulfhydrat (Methylmerkaptan),!) Methyl- 
rhodanid oder Methyldisulfid,?) hervorgeht. Hatten wir uns 


SO, (in Esterbindung) 


an die allereinfachste Annahme — Methylsulfosiiure — in 
Esterbindung — so scheint es, theoretisch gesehen, keine 


Schwierigkeit darzubieten, eine Entscheidung zwischen der- 
selben und sonstigen, denkbaren Méglichkeiten zu treffen: man 
untersucht, ob die bei vollstiandiger Hydrolyse eines geeigneten 
Proteinstoffs, z. B. Ovomucoid, erhaltene Mischung Methylsulfo- 
saiure enthilt oder nicht; zeigt es sich, dafi es der Fall ist, 
so kann die Priexistenz der Methylsulfosduregruppe in Ester- 
bindung als bewiesen angesehen werden, im entgegengesetzten 
Falle ist man auf eine der tibrigen Méglichkeiten angewlesen. 

Aus, wie mir scheint, sehr guten Griinden muf jedoch 
angenommen werden, dafi der Versuch, Methylsulfosiéure aus 
dem hoéchst ungiinstigen Milieu, von dem oben die Rede ist, 
zu isolieren, auf solche Schwierigkeiten stoBen wird, dab der 
Plan bis auf weiteres als unausfiihrbar anzusehen ist. Die 
Moglichkeit, Methylsulfosiiure aus der Salpetersiiurereaktions- 
mischung, wie hier geschehen, zu isolieren, griindet sich der 


Hauptsache nach — aufer auf die eigene Resistenz der ge- 
nannten Siure — auf die Labilitét der iibrigen, priméren 


Proteinstoffspaltungsprodukte, wodurch sie teils in gasformige 


') Fir die Méglichkeit des Vorkommens von Schwefel <in mer- 
kaptanartiger Bindung» bei gewissen Proteinstoffen, z. B. Ovalbumin, 
hat Heffter sich ausgesprochen (Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., 
Bd. 5 (1904), S. 213—233). 

7) Diese saimtlichen Stoffe werden mit Leichtigkeit von konz. 
Salpetersiure zu Methylsulfosiure oxydiert (Beilstein: Handb. d. organ. 
Chemie, Bd. 1, Hamburg u. Leipzig (1893), S. 369). 
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oder sonst fliichtige Produkte,!) die spontan abgehen, zer- 
fallen, teils in relativ einfachere, leichter hantierliche Stoffe 
(Oxalsiure, Schwefelsdure, Nitroséuren usw.) umgesetzt werden. 

Daf die in den verschiedenen Fallen schlieSlich, in Form 
von Baryumsalz, erhaltenen Quantitéten Methylsulfosiure — 
auf Grund technischer Verhialtnisse bei der Isolierung — als 
Minimalwerte repriisentierend angesehen werden miissen, ist 
bereits oben hervorgehoben worden. Zu beachten ist auch die 
Moglichkeit, daB der Schwefelgehalt in der methylsulfosiéure- 
gebenden Gruppe des Proteinstoffmolekiils, welcher Art er 
nun auch sein mag, bei der Salpeterséiurebehandlung nicht 
volistandig in Form von Methylsulfosiure herausgelést wird, 
sondern teilweise auf andere Weise umgebildet, z. B. zu 
Schwefelsiure oxydiert werden kann; dafi m. a. W. die Re- 
aktion in Analogie mit dem, was sich als fiir die Umwandlung 
des Cystins bei Salpeterséurebehandlung giiltig erwiesen hat, 
nicht glatt verlaéuft. Dagegen kann mit Sicherheit, auf Grund 
ausgefiihrter Kontrollversuche, behauptet werden, daf Methyl- 
sulfosiure, soweit sie einmal gebildet ist, gegen weitere Um- 
wandlung durch konzentrierte Salpetersiure resistent ist, ja, 
sich nicht einmal durch rauchende Salpeterséiure oder durch 
stiirkstes K6nigswasser (1 Vol. rauch. Salpetersiure -}- 3 Vol. 
konz. Chlorwasserstoffséure) beeinflussen aft. 





Bei einer spateren Gelegenheit hoffe ich die Resultate 
der Untersuchungen vorlegen zu diirfen, die einigen anderen, 
bei der Behandlung von Proteinstoffen mit konzentrierter Sal- 
petersdure entstehenden Produkten gewidmet worden sind. 


Anhang. Untersuchung tiber den Krystallwassergehalt in Baryum- 
methylsulfonat (synthetischem Material). 


In Anbetracht der nicht geringen Unzutraglichkeiten, die 
mit dem in gréferem Mafstabe betriebenen Hantieren so in- 
tensiv stinkender Stoffe (Methylmerkaptan usw.), wie sie zur 


‘) Bei der Konzentrierung der sauren Reaktionsmischung ist bis- 
weilen ein Geruch von Valeriansiure oder einer nahestehenden, fliichtigen 


Fettsiure verspiirt worden. 
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synthetischen Darstellung von Methylsulfosiure verwendet 
werden, innerhalb eines wissenschaftlichen Instituts, zumal 
wenn das Institutsgebiéude auch Privatwohnungen enthialt, ver- 
bunden sind, habe ich es mir angelegen sein lassen, Ver- 
suche anzustellen, durch Bestellung von einer chemisch-tech- 
nischen Fabrik Priiparate dieser Siiure oder eines geeigneten 
Salzes davon zu verschaffen; als Handelsware waren solche 
bis dahin nicht erhaltlich. Meine erste Erfahrung!) in dieser 
Beziehung (sie galt einer deutschen Firma) war wenig ermu- 
tigend. Das zuerst gesandte Praparat bestand lediglich aus 
dem Baryumsalz der Methylschwefelsiure. Eine spiter ge- 
sandte Partie bestand ihrer Hauptmasse nach aus Baryum- 
nitrat, enthielt aber auch Baryumsalz der gewiinschten Siiure, 
das, nach verschiedenen Reinigungsprozeduren, in analysier- 
barer Gestalt und in hinreichenden Mengen erhalten wurde. 
Durch Krystallisierung im Exsikkator (Zimmerwirme) wurden 
4 einzelne Priiparate (A-D) dargestellt. 

Im vorigen Jahre wandte ich mich an eine andere, 
gleichfalls deutsche Firma (Kahlbaum) mit der Bitte um 
Lieferung von Baryummethylsulfonat; gerade dieses Salz glaubte 
man nicht liefern zu kénnen, versprach aber das Kaliumsalz. 
Eine reichliche Portion dieses Salzes,?) von guter Qualitit, 
wurde auch erhalten. Aus demselben wurde, nach von Coll- 
mann*) angegebenen Verfahren, die freie Siure dargestellt, 
worauf in Baryumsalz thbergefiihrt wurde. Hieraus wurden 
auf verschiedene Weisen umkrystallisierte Priiparate dargestellt, 
teils 1 St. auf dieselbe Weise wie die obenerwahnten 4 (EK), 
teils 2 St. durch Ausfillung, in Zimmerwiirme, mit absolutem 
Alkohol, das eine aus konz. (25 °%/oiger) wiisseriger Lisung 
mittelst 2 Vol. Alkohol (F), das andere durch Versetzen des 
Filtrats von F mit weiteren 2 Vol. Alkohol (G), teils endlich 
1 St. durch Konzentrieren in Wirme (auf Wasserbad) unter 


Umriihren (H). 





') Ende der 1890er Jahre. 
*) Findet sich seit Oktober 1913 in der Preisliste der Firma auf- 


gefiihrt. 
8) A. a. O., S. 103. 
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Aussehen der Priiparate: 

A-E: Grofe, dicke, glasklare Tafeln (rhombisch oder 
hexagonal).!) 

I’: Weibes, feinkrystallinisches Pulver (mit schwacher 
Andeutung von Seidenglanz), bestehend aus diinnen, rhombischen 
oder hexagonalen Tafeln — in mikroskopischem Priparat an 
Cholesterin bezw. Cystin erinnernd. 

G: Wie das vorige Praparat, jedoch — schon in frisch- 
dargestellter Form — schdn seidenglainzend und aus iuBerst 
diinnen Tafeln gebildet. 

H: Weibes, feinkrystallinisches, fast glanzloses Pulver 
aus mikroskopisch kleinen, kurzen Prismen. 

Vor der Untersuchung auf den Krystallwassergehalt wurden 
die Priiparate im Exsikkator aufbewahrt, A-E 1 Tag lang 
(wihrenddessen keine andere Verdénderung im Aussehen als 
das Auftreten eines noch ganz schwach markierten Perlmutter- 
glanzes), F-G (wegen ihrer relativ gréferen Krystalloberfliche) 
kiirzere Zeit (3 Stunden) und H 1 Tag lang. 

Krystallwasserbestimmung. 


1. Priip. A. 1,2235 g*), Gewichtsverminderung bei 100° C.: 0,0925 g 
= 7,56 °/o Krystallwasser. 


2. » 8B. 1,490 » > bei 100° C.: 0,1134 g 
= 7,62°/o Krystallwasser. 

3B. » C. 1,3786 » > bei 100° C.: 0,105 g 
= %7,64°/o Krystallwasser. 

4, » PD. 1,4045 » > bei 100° C.: 0,108 g 


== 7,69 °o Krystallwasser. 
5.a)>»  E. 0,6702 » (bestehend aus 10 St. wohlausgebildeten Solitir- 
krystallen) Aufbewahrung, ohne vorhergehende Zertriimmerung, 

in H,SO,-Exsikkator 6 Wochen lang %); 


') Frischdargestellt besitzen sie eine glasglinzende Oberflache; 
den Perlmutterglanz, den Collmann beschreibt (a. a. O., S. 104), er- 
halten sie erst nach einiger, wenn auch minimaler Verwitterung an der 
Oberfliiche, z. B. nach einem oder einigen Tagen Aufbewahrung an der 
offenen Luft oder im Exsikkator. 

*) Bei den vor liingerer Zeit ausgefiihrten Versuchen an A-D war 
die Wigung nur auf 0,5 mg genau. 

‘) Erst nach dieser Zeit war approximativ Gewichtskonstanz er- 
reicht; die Krystalle undurchsichtig weif, mit perlmutterschimmernder 
Oberfliche. 
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Gewichtsverminderung wiihrenddessen: 0,0496 g, 
weitere > bei 110°: O,OO19 » 
Summa: 0.0515 g 
= 7.68"0 Krystallwasser. 
b) 0,7240 g, unmittelbar vor der Wiigung feinpulverisiert ; im Exsikkator 
2 Wochen lang (danach approximativ Gewichtskonstanz erreicht); 
Gewichtsverminderung w&ahrenddessen: 0,0532 g, 
weitere > bei 110°: O,OOIS » 
Summa: 0,0550 g 
= 7,59°)0 Krystallwasser. 
c) 0,770% g, direktes Trocknen bei 110°; 
Gewichtsverminderung wihrenddessen: 0,590 g 
== 7,66°/o Krystallwasser.') 
6. Praip. F. 1,4067 ¢; im Exsikkator 1 Woche lang; 
Gewichtsverminderung wahrenddessen: 0,1041 g, 
weitere > bei 110°: 0,0024 » 
Summa: 0,1063 ¢g 
== 7,57"/o Krystallwasser. 
7. Priip. G. 0,7338 g; im Exsikkator 1 Woche lang; 
Gewichtsverminderung wahrenddessen: 0,538 g, 
weitere > bei 110°: 0.0012 g 
Summa: 0,0550 g 
= 7,54°/o Krystallwasser. 
8. Priip. H. 1,7816 g; im Exsikkator 1 Woche lang; 
Gewichtsverminderung wihrenddessen: 0,0006 g, 
weitere > bei 110°: 0,0001 *) g 
Summa: 0,0007 g 
= kein Krystallwasser enthaltend. 
Als Resultat der vorliegenden Untersuchungsreihe ergibt 
sich mit wiinschenswertester Deutlichkeit: 
dafh Bariummethylsulfonat, bei gewOhnlicher Temperatur, 
sei es dafi die Abscheidung durch die spontane Konzentrierung 
der wiisserigen Loésung oder durch Zusatz von Alkohol ge- 
schieht, mit 1!/2 Mol. Wasser krystallisiert (berechneter 
Wert: 7,62°/o), das (von Spuren abgesehen) bei hinreichend 





') Miernach wurde die Substanz mehrere Stunden lang zuerst bei 
150°, schlieflich bei 195° gehalten. Kein fortgesetzter Gewichtsverlust, 
keine Farbenveriinderung; andauernd klar léslich in Wasser und, bei 
spontanem Abdunsten der Lisung, Krystalltafeln von gewéhnlicher Form 
bildend. 

?) Bei 120° keine weitere Gewichtsverminderung. 
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lange dauernder Aufbewahrung im H,SO,-Exsikkator vollstandig 
abgegeben wird, dafh in Warme auskrystalliertes Salz des Kry- 
stallwassers entbehrt, sowie da8 das Salz hohe Temperatur 
(gegen 200°) vertréigt, ohne sich zu verindern. 

VeranlaBt wurde die vorstehende Untersuchung durch 
die Divergenz der beiden einzigen, bisher vorhandenen An- 
gaben tiber den Krystallwassergehalt, herriihrend von Muspratt') 
und Collmann.?) Ersterer gibt an, daB das tiber Schwefel- 
siure getrocknete Salz bei 100° 5,25°/o Wasser (entsprechend 
1 Mol., wofiir berechnet: 5,08°/o) abgibt. Collmann dagegen 
erhielt bei 110° 7,57°/o Wasser (entsprechend 1!/2 Mol.), und 
er gibt an: «Beim Trocknen tiber Schwefelsiure verlor es fast 
seinen ganzen Wassergehalt». Wie man sieht, sind Collmanns 
Angaben die richtigen. Uber das Vorkommen auch einer 
wasserfreien Krystallform ist zuvor nichts erwahnt worden. 


') A. a. O., S. 260. 
*) A. a. O., S. 104. 
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i Einige Beobachtungen iiber Cystinnitrat und Cystinhydrochlorid. 
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‘ 1. Cystinnitrat. 


Wahrend der im nichstvorhergehenden Aufsatz, S. 19, 

r erwahnten Versuche wurde zufallig Bekanntschaft mit dem 
Nitrat des Cystins gemacht, wobei in erster Linie dessen 
Schwerloslichkeit in Salpeterséure von geeigneter Konzentration 

beachtet wurde. In den simtlichen Versuchen Nr. 1, 4, 5 und 7 

war ein und dieselbe Cystinmenge (0,2 g) in einer gleichgroBen 
Menge Salpetersidure (10 g) aufgelést worden, bei welch letzterer 
Y jedoch die Konzentration wechselte. Nachdem die Lésungen 
in Zimmerwaérme 24 Stunden lang gestanden hatten, wurde 


folgendes beobachtet: 





i 





Konzentration der 





Versuch 7 
N Salpeterséiure Aussehen der Reaktionsmischung 
Yr 
1 10 | Flissigkeit farblos; keine Krystallab- 
scheidung. 
4 20 Flissigkeit farblos; keine Krystallab- 
scheidung. 
5 30 Fliissigkeit farblos; grofe, bis zu 2 ecm 


lange Biischeln oder Rosetten von 
farblosen, feinen Krystallnadeln. 

7 7 60 Fliissigkeit gelb (von niederen Stickstoff- 
oxyden), das Gefaéi angefiillt mit ni- 
trisen Daimpfen; keine Krystallab- 
scheidung. 








Auf dieselbe Weise wie Nr. 5 verhielt sich auch ein, im 
iibrigen gleichartig angeordneter, Versuch mit 45°/oiger Sal- 
petersaure. 
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Die aus 30- und 45°/oiger Siure abgesetzten Krystalle 
erwiesen sich, in Ubereinstimmung mit der aprioristischen An- 
nahme, als aus Cystinnitrat bestehend. In schwécherer Saure, 
10- oder 20°%/oiger, sind sie offenbar weniger schwerléslich. 
In 60°/oiger Siiture dagegen kompliziert sich das Verhiiltnis 
mit der oxydativen Zersetzung des Cystins. Da bisher keine 
Angaben tiber die Eigenschaften des Cystinnitrats vorliegen, 
so wurden einige weitere Versuche hiertiber angestellt. 


Darstellung. 


Versuch 1. Zu einer Aufschwemmung von 2 g reinem 
Cystin in 50 ccm Wasser wurden, unter Umrihren, allmahlich 
50 g 60°/oige Salpetersiiure hinzugesetzt. Bis zum folgenden 
Tage (in Zimmerwiirme) hatte die anfangs klare Losung vo- 
luminése Drusen von feinen Krystallnadeln abgesetzt, die durch 
Absaugen in perforiertem Porzellantiegel und starkes Aus- 
pressen abgeschieden wurden. Gewicht, nach 24-stiindiger 
Aufbewahrung in CaO-H,SO,-Exsikkator: 0,693 g = Praparat I. 

Das Filtrat von Praparat | wurde in Kiihlraum (++ 5° C.) 
gestellt, wobei binnen etwa einer Stunde ein Magma aus 
iiuberst feinen Nadeln sich bildete. Am folgenden Tage wurde, 
wie oben, abgeschieden. Gewicht: 1,226 g = Priparat II.') 

Versuch 2. 2,8 g reines Cystin wurden unter Anwendung 
einer relativ etwas reichlicheren Fliissigkeitsmenge als im 
vorigen Versuch (aber von demselben Salpeterséuregehalt, 
d. h. 30°/o) bearbeitet. Die Lésung wurde in Kithlraum (++ 3°) 
gestellt. Ausbeute: 1,853 g = Praparat III. 

Versuch 3. Zu 20 g unreinem (stark gefarbtem) Cystin- 
priiparat, aufgeschwemmt in 150 ccm Wasser, wurden 20 g 
60°/oige Salpetersiure hinzugesetzt, wobei Lisung eintrat (bis 
auf eine geringe Menge schwarzbraunen Schlamms, der ab- 
filtriert wurde). Weitere 130 g Saéure (abgekihlt) wurden hinzu- 
gesetzt, wobei bald ein konsistentes Magma von Nadeln sich 


') Das Filtrat setzte keine weiteren Krystalle ab, weder bei — 5° 
noch bei — 10°. 





} 
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bildete. Am folgenden Tage wurde abgezogen usw.') Aus- 
beute: 18 g fast weifie Masse — Priiparat IV. 


Die Eigenschaften der Cystinnitratpriparate. 


Die aus reinem Cystin dargestellten Priiparate sind von 
rein weifber Farbe (dem Aussehen nach an Coffein erinnernd). 
Simtliche sind geruchlos, von intensiv saurem Geschmack; 
auf Kongorot starke Blaufirbung. Die Priiparate lésen sich 
klar oder mit unbedeutender Triibung in ganz spirlicher Menge 
Wasser; bei weiterem Zusatz von Wasser wird Cystin abge- 
schieden.*) Bei Aufbewahrung in CaO-H,SO,-Exsikkator tritt 
nach 1—2 Tagen Gewichtskonstanz ein. Derart getrocknete 
Substanz erleidet, bei Erhitzung auf 100° (im Trockenschrank), 
eine Verdanderung: braungelbe Verfiirbung, Aufblihung und 
hochgradiger Gewichtsverlust (Schwefelsiiure nachweisbar!). 


Titrimetrische Bestimmung von Salpetersaure. 


Vorbereitender Versuch. Abgemessene Mengen einer ap- 
proximativen "/10-Salpetersiure wurden mit Methylorange als 
Indikator mittelst "/10-Lauge titriert, teils allein fiir sich, teils 
nach Zusatz von reinem Cystin. 


Vers. 1. a) 20,0 ccm Salpeterséiure verbrauchten 19,25 ccm ®/10-Lauge 
b) wie a), auflerdem aber Zusatz von 


0,120 g Cystin; verbraucht wurden 19,2 » > 

Vers. 2. a) 40,0 ccm Salpetersiure verbrauchten 38,45 » > 
b) wie a), aufferdem aber Zusatz von 

0,408 g Cystin; verbraucht wurden 38,3 » . 


Das Titrierungsresultat wurde demnach nicht in wahr- 
nehmbarem Grade durch die Gegenwart des Cystins (Cystin- 





') Die Mutterlauge dunkelbraun (Rohcystin laft sich demnach von 
firbenden Verunreinigungen iiber das Nitrat hin reinigen). 

*)Um in griferem Mafstabe dieses Verhiltnis zu_ illustrieren, 
wurde Prap. IV angewandt. Dasselbe (18 g) wurde in 100 ccm Wasser 
gelést, von einem geringen Rest ungelésten Cystins abfiltriert und mit 
10 Vol. Wasser verdiinnt. Im Kithlraum 3 Tage. Dabei wurde schénes 
Cystin in Form von ungewodhnlich grofen (makroskopisch wahrnehmbaren) 
hexagonalen Tafeln erhalten (Gewicht: 6,2 g). 
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nitrats) beeinflu{t; die Scharfe der Indikation war nur in un- 
bedeutendem Grade herabgesetzt.') 

Gestiitzt auf die so gewonnene Erfahrung, wurde Titrierung 
an den Cystinnitratpraparaten angestellt. Die abgewogenen 
Portionen wurden in einer Menge der obenerwiihmrten Salpeter- 
siure, entsprechend 10 ccm "/10, gelist, worauf Resttitrierung 
mit "/10-Lauge vorgenommen wurde. 

Prap. I. 0,3335 g verbrauchten 17,2 ccm, entsprechend 32,51 °/o HO- NO, 


>» Ii. a) 0,2344 g > 12,1 » > 32,54 » , 
b) 0,6256 >?) » 32,4 » > 32,64 » > 
> Ill. 0.3716 g > 19,2 » > 32,57 » > 
oder durchschnittlich: 32,56 » > 

Cystinbestimmung. 


Das aus den fertigtitrierten Mischungen von Praparat I 
und Priiparat II, b) sowie aus dem mit Essigséure schwach 
angesiiuerten, konzentrierten Filtrat -+- Waschwasser abge- 
schiedene Cystin wurde getrocknet und gewogen. Auch wurde 
der Schwefelgehalt des endgiiltigen Filtrats bestimmt, durch 
Schmelzen mit Salpeter und Natriumhydrat, wonach auf Cystin 
umgerechnet wurde. *) 

Die so gefundene Gesamtmenge Cystin war: 

a) Aus 0,3335 g Substanz: 0,2133 g, entsprechend 63,97 °/o Cystin. 
b) » 0,6256 » > 0,4019 » . 64,24 » > 
oder durchschnittlich: 64,10 » > 

Die angefiihrten Analysenresultate zeigen, dafi die Praparate 
aus Cystinnitrat,4) C,H,,.N,S,0, - (HO -NO,),, bestehen, jedoch 


') Dies gilt fiir die Methylorange; Phenolphthalein erwies sich als 
unanwendbar. 

*) Bei diesem Versuch wurde nicht zuerst in Salpetersiéure geldst, 
sondern mit Lauge direkt, nach Zusatz von 5 ccm Wasser zu dem Pra- 
parat, titriert. 

*) Da Methylorange eine Sulfosiure ist, so wurde der Kontroll- 
versuch angestellt, dafi die beim Titrieren angewandte Menge der Lésung 
(2 Tr.) in Salpetersiiurealkalischmelze behandelt wurde; eine wagbare 
Menge Baryumsulfat wurde dabei nicht erhalten, weshalb eine Korrektion 
nicht vonndéten ist. 

4) Auf u. a. salpetrige Siure, Schwefelsiure und Oxalséure wurde 


mit negativem Resultat gepriift. 





+ Ee, oH, 


- 
‘ 





SO danditi the iit oagat ee 





{ 
| 
Vf 


F 
é 








Einige Beobachtungen iiber Cystinnitrat und Cystinhydrochlorid. 207 


mit gewissen, geringeren Kinschrinkungen. Summiert man die 
Durchschnittswerte fiir Cystin und Salpetersiure, so erhilt 
man ein Defizit von 3,34°/o, woraus zu schlieBen sein diirfte, 
daf® Krystallwasser mit im Spiele ist, seiner Menge nach etwa 
3/4 Molekiil entsprechend.'!) Aber auch die wasserfreie Substanz 
weicht bis zu einem gewissen Grade von dem normal zu- 
sammengesetzten Salz ab. Durch die vorhandene Salpeter- 
siure kénnen niimlich zu neutralem Salz nur 62,06 von den 
in dem Priparat enthaltenen 64,10°/o Cystin gebunden werden. 
Mit anderen Worten: eine Cystinmenge, entsprechend etwa 
2 von den letztgenannten Gesamtprozenten, befindet sich un- 
gebunden (eventuell als basisches Salz im Priparat enthalten). 
Diese Irregularitiit der Zusammensetzung diirfte mit der Labilitiit 
des normalen Nitrats in Zusammenhang stehen, welche die 
Isolierung von Cystinnitrat von mit der fiir neutrales Salz be- 
rechneten vollig iibereinstimmender Zusammensetzung erschwert, 
ja, wahrscheinlich unméglich macht. 


2. Cystinhydrochlorid. 


Betreffs dieses in der Literatur?) bereits erwihnten Salzes 
sei hier nur auf einige zuvor nicht angefiihrte Tatsachen auf- 
merksam gemacht, nimlich seine hochgradige Schwerlislichkeit 
in konz. Chlorwasserstoffsiure, die Méglichkeit, aus solcher 
Fliissigkeit das Salz mit normaler Zusammensetzung zu isolieren, 
und die Moéglichkeit, durch acidimetrische Titrierung seinen 
HCl-Gehalt zu bestimmen. 

Zu 2 g Cystin, aufgeschwemmt in 10 ccm Wasser, wurden 
© ccm konz. Chlorwasserstoffsiure (spez. Gew. 1,19) hinzu- 
gesetzt, wobei zunichst klare Lésung eintrat (bald aber be- 
gannen glitzernde Krystalle auszufallen); weitere 2“ 10 ccm 





‘) Fiir normales Cystinnitrat mit 1, /4 bezw. ‘/2 Mol. Krystallwasser 
ergibt die Berechnung 4,69, 3,55 bezw. 2,40°/o, Eine direkte Bestimmung 
des Krystallwassergehalts ist infolge des Verhaltens der Substanz bei 
Erhitzung (siehe oben!) unausfiihrbar. 

*) Baumann, Diese Zeitschr., Bd. 8 (1884), S. 299—305; Fried- 
mann, Beitr. z. chem. Physiol. u. Pathol., Bd. 3 (1903), S. 1—46. 
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konz. Siure wurden hinzugesetzt,!) wobei sogleich ein Magma 
aus feinen Nadeln sich bildete. Die Mischung wurde bei Zimmer- 
wiirme 24 Stunden lang stehn gelassen, die Fallung abgesogen 
usw.; Trocknen im CaQ-H,SO,-Exsikkator (Gewichtskonstanz 
nach ein paar Tagen). Ausbeute: 2,240 g.?) ; 

Das Priiparat rein weil, stark sauer schmeckend, Kon- 
gorot bliuend. Es vertrug Erhitzen bis 100°, ohne Gewichts- 
verlust oder andere Veriinderung. 0,4758 g verbrauchten bei 
Titrieren mit "/1o-Lauge (Indikator: Methylorange) 30,35 ccm, 
entsprechend 23,26°/o HCl (berechnet fiir C,H,,.N,5,O, - (HCI), 
: 23,28°/o). Bei in Ubereinstimmung mit dem oben betreffs 
des Nitrats Erwihnten ausgefiihrter Bestimmung ergab die- 
selbe Quantitaét des Priiparates 0,3665 g Cystin, entsprechend 
77,03 °/o (berechnet: 76,72°/o). Diese Zahlen zeigen demnach 
krystallwasserfreies Salz an von fiir das Normale berechneter 


Zusammensetzung. 


1) Der letzte 10 cem-Zusatz schien die Krystallausscheidung nicht 


zu vermehren. 
*) Das Filtrat setzte, bei 0° aufbewahrt, keine weiteren Krystalle 
ab, auch nicht nach Zusatz von weiteren 1 oder 2 Vol. 0-gradiger, konz. 


Chlorwasserstoffsiure. 








Die Oxydation des Cholesterins durch das Blutgewebe. 
VIII. Mitteilung. !) 


Von 


J. Lifschiitz in Hamburg. 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Oktober 1914.) 


Die Anschauung, daf der erste oxydative Angriff auf das 
Cholesterin in der Blutbahn vor sich gehen miisse, diirfte sich 
jedem, der sich mit den Oxydationsprodukten dieses lipoiden 
Korpers der tierischen Organe und Gewebe beschiiftigt, von 
selbst aufdriingen. Ich habe diese Anschauung seit einer Reihe 
von Jahren vertreten und wiederholt auf diejenigen Momente 
aufmerksam gemacht, die mich zu dieser Annahme veranlaBbten. 
Indessen mufte dies bis jetzt eine mehr intuitive als adéquate 
Erkenntnis bleiben, die nur auf Schétzungen beruhen konnte. Daf 
die experimentelle Begriindung dieser Annahme am sichersten 
durch das Studium des Verhaltens des reinen Cholesterins 
zum Blutgewebe gegeben wire, war von vornherein einleuchtend. 
Allein ebenso einleuchtend sind die Schwierigkeiten und die 
geringen Angriffspunkte, welche ein in seinem chemischen und 
physikalischen Verhalten so auferordentlich labiles Gewebe, 
wie das Blut es ist, dem Untersucher bietet. Es kommt noch 
hinzu, dafi das Blut stets — neben Cholesterin — bedeutende 
Mengen von Oxydatiensprodukten desselben praformiert ent- 
halt, und zwar in so mannigfach wechselnden und schwan- 
kenden Verhiltnissen, da die Erzielung sicherer Daten durch 
den Tierversuch (etwa durch Verfiitterung oder durch inter- 


1) Vorangehende Mitteilungen: Diese Zeitschrift, Bd. 50, 53 (1907) ; 
Bd. 58 (1908); Bd. 63 (1909); Bd. 91, 92 (1914). Biochem. Zeitschrift, 
Bd. 52 (1913). 


14* 











210 J. Lifschitz, 


vendse Injektion von reinem Cholesterin) aussichtslos erscheint. 
Ebenso gering sind die Aussichten auf Erfolg beim Experimen- 
tieren mit frisch entnommenem Blute als solchem auferhalb des 
tierischen Organismus. . 

Die Tatsache, da das Cholesterin unter gewissen bereits 
bekannten Bedingungen!) sich durch Oxydation auch aufer- 
halb des Organismus kiinstlich in ein Produkt verwandeln 
laiBt, das mit dem Oxycholesterin (C,,H,,O,) der tierischen 
Organe identisch ist, lief indessen vermuten, dali es sich auch 
in den Organen und Geweben bei der Oxydation des Chole- 
sterins — wenigstens bis zu dieser Oxydationsstufe — um einen 
rein chemischen Vorgang handeln miifte. Unter diesem Ge- 
sichtspunkte schien es freilich nicht ausgeschlossen, dab auch 
den vorsichtig eingetrockneten und von den Lipoidstoffen mit 
indifferenten Mitteln befreiten tierischen Zellen das rein che- 
mische Vermégen noch innewohnen konnte, das Cholesterin 
im Sinne einer Oxydation zu affizieren. Enthélt doch zum Bei- 
spiel das Blutgewebe einen Koérper, das Oxyhaimoglobin, der, 
hinsichtlich der Leichtigkeit Sauerstoff abzugeben, die kiinst- 
lichen Peroxyde, mit denen sich das Cholesterin am leichtesten 
im Oxycholesterin tiberfiihren laBt, weit tibertrifft. Dieser nahe- 
liegende Gedanke bestiitigte sich auch in unzweideutiger Weise 
schon bei den ersten qualitativen Versuchen mit eingetrock- 
netem, lipoidfreien menschlichen Blut und verdiinnten Loésungen 
von reinem Cholesterin in Eisessig. 

Nach dieser Beobachtung verlohnte es sich daher, die 
Erscheinung auch quantitativ weiter zu verfolgen. 

Durch eine noch nicht abgeschlossene Versuchsreihe iiber 
den Oxycholesteringehalt des menschlichen Blutes gelangte ich 
in den Besitz einer gréBeren Menge des lipoidfreien Trocken- 
blutes, das mir zu den nachstehenden Versuchen diente. 

Das durch Venenpunktion einem Manne entnommene Blut 
wurde frisch in feinem Strahl in das vielfache Volumen ab- 
soluten Alkohols unter Umriihren eingetragen. Das dabei ent- 
standene, fein granulierte Coagulum mit samt dem Alkohol wurde 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S. 400 (1913) ff. und «Berichte», Bd. 47, 
S. 1453 (1914). 
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quantitativ in eine geréumige Porzellanschale gespiilt und auf 
dem Wasserbade bei 50 bis 60° C. eingetrocknet, was bei 
kleineren Blutmengen in recht kurzer Zeit geschieht. Das hier- 
auf staubfein gemahlene Trockenblut wurde mit Benzin-Alkohol 
(9: 1) erschépfend extrahiert und das Extrakt zur Untersuchung 
des Blutfettes, seiner Bestandteile usw. verwendet. Durch Nach- 
extraktionen konnte ich mich von der Cholesterinfreiheit des 
zurickgebliebenen Trockenblutes leicht tiberzeugen. Letzteres 
hat sich — aufer dem Lipoidverlust — durch die indifferente 
Extraktion in keiner Weise verindert: Es hatte seine schéne 
rotbraune Farbe beibehaltenund gab die Blutfarbstoff-Reaktionen 
wie vor seiner Entfettung. 

Das fiir diese Versuche verwendete reine Cholesterin — 
von der bekannten Firma C. A. F. Kahlbaum bezogen — war 
vollig frei von Oxycholesterin. 


I. 
Einwirkung von Blut auf Cholesterin. 


0,8 g des lipoidfreien Trockenblutes wurde im geréiumigen 
Erlemeyerkdlbchen mit 20 ccm einer 1 °/oigen Cholesterin- 
losung in Eisessig tibergossen und — unter losem Glasverschlub 
— auf dem Wasserbade bei 60 bis 65° C. einige Tage digeriert. 
Die Hohe des Koélbchens war so gewahlt, dai wéhrend des 
Erwaérmens die oberen Partien desselben vollig kalt blieben, 
so daB nennenwerte Verluste an Lésungsmittel nicht entstehen 
konnten. Von Tag zu Tag wurde dem Gemische unter Umriihren 
kleine Proben entnommen und folgendermafien auf Cholesterin 
quantitativ untersucht. !) 

Die jeweilige 0,5 bis 0,8 cem betragende Probe wurde 
unter Zusatz von einigen Tropfen absoluten Alkohols mit 10 
bis 12 cem Ather durchgeschiittelt, durch ein Doppelfilter fil- 
triert und die Festsubstanz auf dem Filter mit Ather gut 
ausgewaschen. Das klare dtherische Filtrat ist von Blutfarb- 





*) Bei Entnahme der Proben wurde darauf geachtet, dah das Ver- 
haltnis der festen Stoffe zu den im Eisessig gelisten, dem Verhiltnis 
dieser Stoffe in der Hauptmenge des Gemisches miéglichst nahe kam. 
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stoffen mehr oder minder schwach rosa gefarbt und zeigt auch 
deutlich das bekannte Absorptionsspektrum des Himatins.') Da 
namentlich letzteres bei der Beobachtung des Oxycholesterin- 
spektrums storend wirkt, so wurden die Farbstoffe von den 
Cholesterinstoffen folgendermafen getrennt: Die ‘atherische 
Lisung wurde unter Zusatz von Phenolphtaleinlésung mit ver- 
diinnter wiassriger Kalilauge bis zur Rotfiirbung versetzt und 
tiichtig durchgeschiittelt. Die Farbstoffe und ihre Oxydations- 
produkte gehen dabei in die alkalisch-wisserige Unterschicht, 
wihrend die farblose iitherische Oberschicht die Cholesterin- 
stoffe enthiélt. Sie wurde mit Wasser unter Zusatz von kleinen 
Mengen Alkohol gut ausgewaschen, im Glasschalchen einge- 
dampft und der Riickstand von Wasserresten durch wieder- 
holtes Befeuchten mit absolutem Alkohol und Eintrocknen auf 
dem Wasserbade befreit. 

Da dieser Atherriickstand nur wenige Milligramme be- 
trug, so konnte er leicht mit sehr kleinen Mengen Chloroform, 
die zusammen etwa 1 ccm betrugen, aufgenommen resp. nach 
und nach aus dem Schialchen in ein in 0,1 ccm graduiertes 
Reagenzglas gespiilt werden. Uberstieg dann diese Lisung 
1 cem, so wurde der Uberschuf weggekocht und der Rest — 
notigenfalls auf 1 ccm mit Chloroform aufgefiillt. Wurden 
nun hierzu 2 ccm Essigschwefelsiure?) zugesetzt und das Ge- 
misch vorsichtig durchgeschiittelt, so entstand nach und nach 
— je nach dem Oxycholesteringehalt des klaren und homo- 
genen Gemisches — eine mehr oder minder intensiv blau bis 
blaugriin gefiirbte Lésung, die nach 10 Minuten mit 1 Tropfen 
2°/oiger Kisenchloridlésung (in eisessig) versetzt wurde. Das 
Gemisch wurde dann echt griin und zeigte das charakteristische 


') Das Spektrum besteht der Hauptsache nach aus einem fast 
scharf begrenzten tief dunklen Streifen im Rot (etwa auf der Sonnen- 
linie d) und zwei Bindern mit verschwommenen Randern im Griin. Mit 
dem Fortschreiten der Oxydation verliert die Lésung Farbe und Spektrum 
und wird gelb, wiihrend die festen Stoffe grau werden: offenbar Merk- 
male der allmahlichen Zerstérung der Blutfarbstoffe. 

*) Dieses Reagens besteht aus einem Gemisch von 1 Vol. konz. 
Schwefelséiure und 10 Vol. Eisessig. 
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Absorptionsspektrum des Oxycholesterins!), das in wieder- 
holt beschriebener Weise gegen ein gleiches Reaktionsgemisch 
mit bekanntem Gehalt an reinem Oxycholesterin?) quanti- 
tativ spektrometrisch gemessen werden konnte*). Da der Cho- 
lesteringehalt des Blut-Cholesteringemisches, wie oben ange- 
geben, in den in bestimmten Mengen entnommenen Proben 
gleichfalls bekannt war, so konnte durch diese Spektralanalyse 
das aus dem Cholesterin neu entstandene und in dem genannten 
Atherextrakt neben seiner Muttersubstanz befindliche Oxy- 
cholesterin leicht ermittelt werden. 

Das Blut-Cholesterin-Gemisch wurde im ganzen acht 
Tage auf dem Wasserbade bei 60 bis 65° C. digeriert. Eine 
nach zwei Tagen entnommene Probe deutete bereits auf einen 
erheblichen Oxycholesteringehalt hin. Die quantitativ bear- 
beiteten Proben ergaben folgende eigentiimliche Zahlenreihe 
der durch das Trockenblut herbeigefiihrten Oxydation des 
Cholesterins : 


Die Cholesterinstoffe der Probe 1 enthielten 16,4°/o Oxycholesterin 


> > > 2 > 18,7 9/0 > 
: . ‘ 3» ~—— 49.7% 
> ' ‘ 4 > Bh b Mo . 
> » > 5D » 28.5 ° 0 » *) 


1) Ein in passender Verdiinnung fast scharf begrenzter Streifen 
im Rot zwischen den Sonnenlinien C und d. 

*) Die Herstellung und Reinigung dieses K6érpers siche «Berichte», 
Bd. 47, S. 1453 (1914) und Biochem. Zeitschrift, Bd. 48, S. 400 (1913). 

*) Die technische Ausfiihrung dieser Spektralanalyse ist in der 
Biochem. Zeitschrift, Bd. 48, S. 375—882 (1913); Bd. 54, S. 231 (1913); 
Bd. 62, S. 223 u. 234 (1914); ferner «Berichte», Bd. 47, S. 1458 (1914) 
ausfiithrlich beschrieben worden. Der Kiirze wegen sei hier auf diese 
Arbeiten verwiesen. (Siehe auch weiter unten S. 221.) 

*) Der von der Probe 3 an fallende Oxycholesteringehalt deutete 
von vornherein auf eine weitere Oxydation desselben hin, deren Produkte 
die farbige Essigschwefelsiurereaktion nicht mehr geben und _infolge- 
dessen bei den betreffenden Spektralanalysen nicht zum Ausdruck ge- 
langen konnten. Ein erheblicher Teil dieser Produkte ist, wie ¢in Parallel- 
versuch mit einer Lisung von reinem Oxycholesterin in Eisessig bei 
60° C. lehrte, der Einwirkung der Hssigsiure auf das Oxycholesterin 
zuzuschreiben, (Vgl. Biochem. Zeitschr., Bd. 62, S. 239 u. 240 (1914.) 
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Die letztere Zahl dieser Reihe ist das Endresultat der 
Untersuchung der Gesamtcholesterinstoffe nach der Unter- 
brechung der Operation. Die Cholesterinstoffe wurden aus dem 
Reaktionsgemisch in folgender Weise abgeschieden: 

Das Gemisch wurde mit etwas absolutem Aikohol ver- 
setzt, mit dem sechs- bis achtfachen Volumen Ather gefiallt, 
durch ein Doppelfilter klar filtriert und die Festsubstanz auf 
dem Filter mit Ather gut ausgewaschen. Die rétlich dunkel- 
braune Lisung wurde eingedampft und der schwarzbraune 
Riickstand durch wiederholtes Lésen in absolutem Alkohol 
und Eintrocknen auf dem Wasserbade von Wasser, nament- 
lich aber von Essigsaéure, véllig befreit. Der trockne Riick- 
stand wurde dann mit Ather ausgezogen, der nunmehr (in 
Abwesenheit von Eisessig) nur einen kleineren Teil der Sub- 
stanz aufnimmt und den gr6feren Teil als dunkelbraune, harzige 
und hygroskopische Masse ungelést zurticklaBt. Der triibe 
Atherauszug wurde durch ein Doppelfilter filtriert und das 
Filter gut ausgewaschen. Das nunmebr nur wenig gefarbte, 
klare Filtrat wurde in einem Scheidetrichter mit verdiinnter 
wisseriger Kalilauge schwach alkalisch gemacht (um etwaige 
«Cholesterinsiuren» zu entfernen), durchgeschittelt und nach 
der Klaérung und Trennung von der Unterlauge mit alkohol- 
haltigem Wasser gut ausgewaschen. Die klare, schwach gelb- 
liche itherische Lésung — in einer gewogenen Glasschale vom 
Ather befreit und mit Alkohol auf dem Wasserbade gut ge- 
trocknet — hinterlief als Riickstand die neutralen Cholesterin- 
stoffe in nur wenig gelblich gefirbten, feinen, langen, haufig 
in groBen Sternen gelagerten und auf dem heifien Wasserbade 
unschmelzbaren Nadeln. 

Der Riickstand betrug 0,1755 g (aus 0,2 g reinen Choles- 


terins) und ergab — in Chloroformessigschwefelsaurelosung 
spektrometrisch gemessen!) — wie oben angegeben: 28,5°/o 
Oxycholesterin. 


Die ausgeitherte, alkalisch-wassrige Unterlauge wurde 
bis zur Trocknis eingedampft und mit Wasser aufgenommen. 
Die Lésung war vollig klar; triibte sich aber auf Zusatz von 


') Die Ausfiihrung der Spektralanalyse, siehe weiter unten S. 221. 
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Salzsiure: sie enthielt also tatsachlich eine kleine Menge 
einer Siiure. Letztere wurde mit Ather ausgezogen und betrug 
0,0023 g = 1,15°/o vom angewendeten Cholesterin. In alko- 
holischer Lésung gab diese Séure eine starke Furfurolschwefel- 
sdurereaktion, die mit derselben Reaktion der bei der Oxydation 
des Cholesterins mit Benzoylsuperoxyd entstehenden «Choles- 
terinséuren» in Farbe und Absorptionsspektrum identifiziert 
werden konnte.'!) 

DaB die so isolierten Cholesterinstoffe nicht etwa noch 
fremde Extraktivstoffe aus dem Blute enthalten, diirfte — ab- 
gesehen von ihrer N-Freiheit — wohl auch aus folgender 
Zusammenstellung der Ausbeute an wiedergewonnenen Sub- 
stanzen folgen: 

Fiir Proben wurden verwendet. 0,0240 g, 

Isoliert neutrale Cholesterinstoffe 0,1755 » 

«Cholesterinséuren». . . . . . 0,0023 » 


zusammen, . . 0,2023 g 
In Arbeit wurden genommen. . 02000 » Cholesterin 


UberschuB. . . 0,0023 g. 


Der Uberschuf diirfte — insofern er nicht auf analytische 
Fehlerquellen zuriickzufiihren wire — von der Sauerstoffauf- 
nahme bei der Oxydation des Cholesterins herriihren. 


Das Sinken des Oxycholesteringehaltes 


des Blutcholesteringemisches in der zweiten Halfte der Ope- 
ration ist, wie oben angedeutet, aufzufassen als eine Folge 
der fortschreitenden Oxydation des Cholesterins (iiber das 
Oxycholesterin hinaus) zu Produkten, welche die Farbreak- 
tionen des Oxycholesterins mit Essigschwefelséure usw. nicht 
mehr geben und daher in den obigen spektralanalytischen 
Zahlen nicht zum Ausdruck gelangen kénnen. Dem etwaigen 
Einwand: es kénnte sich hier um eine riicklaufende Reaktion 
handeln, wo das Oxycholesterin sich wieder zu Cholesterin 
reduzierte, laéfit sich leicht durch die quantitative Bestimmung 





1) Vergl. Biochem. Zeitschr., Bd. 48, S, 406 (1913) und Diese Zeitschr. 
Bd. 91, S. 317 (1914). 
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des Cholesteringehaltes des Endproduktes begegnen. Denn: 
wire ein so bedeutender Teil des Oxycholesteringehaltes der 
Probe 3 gegenitiber dem des Endproduktes (49,7 — 28,5 = 
21,2°/o) wirklich zu Cholesterin reduziert worden, so miibte 
das nach der Unterbrechung der Operation isolierte Endprodukt 
— abziiglich seines Oxycholesteringehaltes (28,5°/o) — min- 
destens 71,5°/o reinen Cholesterins enthalten. Daf aber dies 
nicht der Fall ist, médgen die nachstehenden Cholesterinbe- 
stimmungen dartun. 

Da es sich hier um Bestimmungen zweier Cholesterin- 
stoffe nebeneinander handelt, so mogen wohl hier einige er- 
liiuternde Vorbemerkungen zur Durchfiihrung der betreffenden 
Verfahrungsweisen am Platze sein: 

Wie wiederholt an der Hand von zahlreichen Versuchen 
und Beispielen dargetan wurde, lift sich das Cholesterin als 
solehes in Gegenwart von Oxycholesterin gewichtsanalytisch 
durch Fiallung mit Digitonin aus alkoholischer Lésung nicht 
bestimmen: weil hierbei ein grofer Teil des Oxycholesterins, 
das gleichfalls ein in Alkohol schwer ldsliches Digitonid gibt, 
mit ausfillt. Es bleibt also in solchen Fiillen nichts tibrig, 
als zum spektrometrischen Verfahren zu greifen.') 

Die quantitative Bestimmung dieser Cholesterinstoffe ge- 
schieht zuniichst durch vergleichende Messungen der Spektral- 
intensitaét der in einer Chloroformlésung des zu untersuchenden 
Kérpers hervorgerufenen griinen Liebermannschen Acetanhydrid- 
schwefelsiiurereaktion (Cholestolreaktion) einerseits — mit dem 
Absorptionsspektrum der gleichen Reaktion in einer Testlésung 
aus reinem Cholesterin andererseits. Nun gibt bekanntlich auch 
das Oxycholesterin diese Reaktion, und zwar mit derselben Inten- 
sitiit und in demselben Umfang wie das Cholesterin. Demnach 
gibt die Spektrometrie der Cholestolreaktion in einem Gemisch 
von Cholesterin und Oxycholesterin die Summe beider Chole- 
sterinstoffe an. Bestimmt man nun in einer anderen Portion 
des fraglichen Stoffes das Oxycholesterin (wie weiter unten 


') Siehe die diesbetreffenden eingehenden Erérterungen «Quanti- 
tative Bestimm. d. Cholesterinstoffe nebeneinander, II», Biochem, Zeitschr., 
Bd. 54, S. 213-218 ff. (1913) und daselbst, Bd. 62, S. 221—224 (1914). 
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S. 221 angegeben) fiir sich und zieht den gefundenen Wert von 


jener Summe der Gesamtcholesterinstoffe ab, so ergibt die 


Differenz den gesuchten Gehalt an reinem Cholesterin. ') 

Die Bestimmung der Summe der beiden Cholesterinstotfe 
in obigem Endprodukt ist in dessen Chloroformlésung wie 
folgt ausgefiihrt worden: 


Analyse 1. 


Losung E mit 0,1755°/o des Endproduktes in Chloroform, 
» CC » O,1570°/o reinen Cholesterins (Testlésung). 
In gleich weiten, in 0,1 ccm graduierten Reagensgliisern 
von 12 mm Durchmesser wurden je 1 ccm dieser LOsungen 
mit je 2 ccm Acetanhydrid und je 0,25 ccm Essigschwefel- 
siiure?) (= 1 Tropfen H,SO,) vermischt. Die Gliser wurden 
geschlossen und in ein mit Wasser von 35° C gefiilltes Becher- 
glas gestellt, wo sie 15 Minuten bei dieser Temperatur ver- 
weilten. Hierauf wurden die Giaser mit den griin gewordenen 
Reaktionsgemischen in Wasser von Zimmertemperatur gestellt, 
um sie abzukiihlen. 20 bis 30 Minuten nach der beendeten 
Erwirmung wurden beide Glaser vor das bekannte, mit Ver- 
gleichsprisma und Vergleichsspiegel versehene Spektroskop (mit 
gerader Durchsicht: Dreiprismenkorper) an einer Lichtquelle 
von 100 HK gespannt. Es stellte sich dabei heraus, dab die 
Absorptionsspektra (tief dunkeler Streifen zwischen B und C 
in Rot) in beiden Glasern viel zu intensiv waren, um den 
Unterschied der Intensititen feststellen zu kénnen. Beide Ge- 
mische wurden daher mit je 1 ccm Kisessig verdiinnt, wobei 
sich das Absorptionsspektrum des Testgemisches (aus der 
Lésung C) dem anderen Gemische gegeniiber als wesentlich 
intensiver zeigte. Das Testgemisch wurde daher nach und 
nach vorsichtig solange mit Eisessig verdiinnt, bis es die 
Spektralintensitéit des zu untersuchenden Gemisches (aus der 
Lésung E) erreichte. Es entstanden so die Gemische: 
e:4,25 ccm mit 0,04129°/o des Endproduktes und 
c:4,65 ecm » 0,03376°/o Cholesterins. 





‘) Siehe Biochem. Zeitschr., Bd. 62, S. 221—224 (1914). 
*) 1 Vol. H,SO, + 10 Vol. Eisessig. 
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Da nun nach der Ausgleichung beider Spektralintensititen, 
wie nachgewiesen,!) in gleichen Raumteilen gleiche Mengen 
Cholesterins enthalten sein miissen, so verhdlt sich der 
prozentuale Cholesteringehalt des obigen Endpruduktes zu 
hundert, wie die entsprechenden Konzentrationen der beiden 
teaktionsgemische zu einander. Bezeichnet man den gesuchten 
Gehalt an Cholesterin +- Oxycholesterin mit x, so entsteht 
die Proportionalgleichung : 

4129 : 3376 = 100: x. 

Die Auflésung der Gleichung nach x ergibt fiir das obige 

Endprodukt einen Gehalt an Cholesterin + Oxycholesterin 


von 81,76°/o. 


Analyse 2 
wurde als Kontrollanalyse und — um gleichzeitig die Mani- 
pulation zu vereinfachen — mit einer verdiinnteren Chloro- 


formlésung des Endproduktes, sonst aber genau so wie die 
erste Analyse ausgefiihrt: 
Losung E mit 0,1170°/o des Endproduktes in Chloroform, 
» (C » 0,1570°/o des Cholesterins » » (Testlésung). 
Naturgemaéfs war nunmehr das Gemisch (mit Acetanhydrid 
und Essigschwefelséure) aus der Losung E wesentlich schwacher 
gefirbt als das der ersten Analyse, so dafi sein Absorptions- 
spektrum ohne weiteres mit dem Spektrum des Testgemisches 
gut verglichen und genau gemessen werden konnte. Das Ab- 
sorptionsspektrum des Testgemisches wurde nun, wie ange- 
geben, durch Verdiinnung mit Eisessig mit dem Spektrum des 
zu untersuchenden Gemisches ausgeglichen, wobei folgende 
Gemische entstanden: 
Gemisch e: 3,25 cem mit 0,03600°/o des Produktes und 
> c:5,30 » » 0,02962°/o des Cholesterins. 
Die Proportionalgleichung: 3600: 2962 = 100: x ergibt 
hier 82,27°/o Cholesterin + Oxycholesterin.?) 


') Siehe Biochem. Zeitschr., Bd. 54, S. 218—228 (1913): Zwei 
spektralanalytische Sitze und ihre experimentelle Begriindung. 

*) Trotz der wesentlich verschiedenen Konzentrationen der Lésungen 
in beiden Analysen, stimmen beide Resultate gut tberein, was die Zu- 


verlassigkeit des Verfahrens dartun diirfte. 
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Das Mittel aus beiden Analysen betragt demnach: 
Cholesterin -- Oxycholesterin. . . . . 82,01 °%o, 
hiervon abgezogen: Oxycholesterin mit. 28,49°/o, 
bleiben fiir reines Cholesterin . . . .  53,52°/o. 


Das Maximum der Oxycholesterinbildung bei der in Rede 
stehenden Operation trat in Probe 3 mit 49,7°/o ein. Das 
Gemisch konnte demnach nur 50,3°/o vom angewandten Choles- 
terin als Rest enthalten; also annihernd soviel, wie die 
obigen Cholesterinbestimmungen in den aus dem Gemisch 
isolierten Cholesterinstoffen ergeben haben. Das Sinken des 
Oxycholesteringehaltes in den Proben 4 und 5 von 49,7 auf 
38,5°/o kann also keine Reduktion dieses KOrpers zu Choles- 
terin bedeuten, in welchem Falle die obigen Cholesterinanalysen 
ja einen viel héheren Cholesteringehalt hatten ergeben miissen. 
Vielmehr deutet dieser Riickgang auf eine weitere Oxydation 
zu Substanzen hin, die weder auf Cholesterin noch auf Oxy- 
cholesterin reagieren. Das heifit zu einem sogenannten «Nicht- 
cholesterin», wie es etwa als Begleitsubstanz des Cholesterins 
im Unverseifbaren aller Fette aufzutreten pflegt. 

Wie oben bereits hervorgehoben, war das zu diesen 
Versuchen dienende Trockenblut frei von Cholesterin- 
flossen. Immerhin wurden neben der obigen Operation 


zwei blinde Versuche 


angesetzt. Und zwar: 1. 0,8 g des Trockenblutes, tibergossen 
mit 20 ccm Eisessig, und 2. 0,2 g Cholesterin in 20 ccm Eis- 
essig geldst. Beide Gemische wurden in gleichen Gefiiben und 
bei gleicher Temperatur wie das obige Cholesterinblutgemisch 
digeriert. Weder die diesen beiden blinden Versuchs- 
gemischen wihrend des Erwairmens enthnommenen 
kleinen Proben noch die entsprechenden Endprodukte 
zeigten irgendwelche Spuren von Oxycholesterinbil- 
dung.!) Es kann daher gar keinem Zweifel unterliegen, dab 
in der oben geschilderten Operation: das Cholesterin in 


') Im blinden Versuch 1 waren nicht einmal Spuren von Cholesterin 
aufzufinden. Nebenbei ein fernerer Beweis, dafi das Trockenblut voll- 
stindig cholesterinfrei war. 
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bedeutenden Mengen nicht allein in Oxycholesterin 
verwandelt: sondern daf auch dieses durch die Blut- 
zellen weiter oxydiert wurde. 

Die dabei entstandene Siiure, so gering auch ihre Menge 
war, konnte doch, wie bereits angedeutet, spektroskopisch mit 
denjenigen Siuren identifiziert werden, die bei der Oxydation 
des Cholesterins mit Benzoylsuperoxyd in weit gr6feren Mengen 
entstehen. Erwiagt man dabei den Umstand, dai diese Saéure 
—  wenigstens hinsichtlich ihres optischen Verhaltens — nur 
bei Verwendung des genannten Peroxyds, nicht aber mit 
anderen Oxydationsmitteln aus dem Cholesterin zu entstehen 
pflegt, so bestiitigt sich die eingangs dieser Arbeit ausge- 
sprochene Vermutung einer Analogie zwischen der Oxydation 
des Cholesterins mit dem Peroxyd einerseits und derjenigen 
Oxydation vermittels des Blutgewebes andererseits. Dieser 
Umstand diirfte vielleicht zur Anschauung berechtigen, daB es 
sich hier auch beim oxydativen Angriff auf das Cholesterin 
in der lebenden Blutbahn tatséchlich gleichfalls um einen rein 
chemischen Vorgang handeln diirfte. 

Die sehr geringen Mengen, in denen die genannte «Cho- 
lesterinsiiure» hier entsteht!) dtirften dafiir sprechen, dafi das 
Blutgewebe das Cholesterin nur zu neutralen, aber fiir seinen 
weiteren Abbau geeigneteren (alkoholartigen) Oxydaten ver- 
arbeiten kann, um die weitere Verarbeitung den anderen Or- 
ganen *) zu tiberlassen. 


II. 


Einwirkung des Blutes auf Cholesterin bei niedereren 
Temperaturen. 


1. Das unregelméibige Steigen und Sinken des Oxycho- 
lesteringehaltes wiihrend der Dauer der obigen Versuche lief 
vermuten, da’ die Oxydation des Cholesterins durch das Blut 
in erster Linie von Temperaturschwankungen beeinfluft wird. 
Es war daher von Interesse, quantitativ zu priifen, wie diese 
Reaktion bei niedrigeren Temperaturen vor sich geht. Es zeigte 


') Im Blute selbst habe ich diese Siure noch nie beobachtet. 
2) z. B. der Leber fiir die Gallensiurebereitung. 














: 
‘ 
Ei 




















3 
Re 
ie 




















Saas aaa Gi Ge mister <5 





Die Oxydation des Cholesterins durch das Blutgewebe. VIII. 221 


sich in der Tat bei diesen Versuchen, dai bei Temperaturen 
zwischen 30 und 40° C. das Cholesterin in wesentlich geringerem 
Grade vom Blut affiziert wird als zwischen 60 und 70° C. 
Interessant ist, dali bei 30 bis 40° C. das Oxycholesterin in 
einem Verhiiltnis zum Cholesterin zu entstehen pflegt, wie 
ich es hiiufig im lebenden Menschenblut feststellen konnte. 

Diese zweite Versuchsreihe ist in denselben Mischungs- 
verhiltnissen zwischen der Cholesterinl6sung und dem Trocken- 
blut ausgefiihrt worden, wie die erste Versuchsreihe. Die 
Gemische wurden bei 30 bis 40° C. digeriert. Das Maximum 
des Oxycholesteringehaltes lag in einem quantitativ durchge- 
fiihrten Versuch bei 19,7°/o des auf Essigschwefelsiiure rea- 
gierenden Oxycholesterins und ging dann bis aut 7,7°/o (im 
Endprodukt) zuriick. 

Nach der Unterbrechung der Operation wurde das Endpro- 
dukt in der oben angegebenen Weise abgeschieden. Cholesterin 
und Oxycholesterin wurden auch hier spektrometrisch ermittelt. 


Die Ausfiihrung der Spektralanalyse 
geschieht beim Oxycholesterin vermittelst der farkigen Essig- 
schwefelsaurereaktion nach denselben Grundsiitzen und 
in derselben Weise, aber bei gewéhnlicher Zimmertemperatur, 
wie bei den oben angefiihrten Spektralanalysen des Chole- 
sterins vermittels der gleichfarbigen Acetanhydridschwefel- 
siurereaktion (bei 35° C.); und zwar in folgenden Lisungen: 

Losung E mit 0,7982°/o des Endproduktes in Chloroform. 

Losung O mit 0,0790°/o reinen Oxycholesterins in 
Chloroform (Testlésung). 

In den gleich weiten, graduierten Reagenzgliisern wurden 
je 1 ccm dieser Lisungen mit je 2 ccm Essigschwefelsaure 
vermischt, nach 10 Minuten mit je 1 Tropfen Eisenchlorid- 
lésung (2 °/oig in Eisessig) versetzt und — nach dem vorsichtigen 
Vermischen — vor das Vergleichsspektroskop in oben (beim 
Cholesterin) angegebener Weise gespannt. Das Absorptions- 
spektrum!) des Testgemisches aus der Loésung O war wesentlich 





1) Ein dem obigen Cholesterinspektrum iahnlicher, tiefdunkler 
Streifen zwischen C und d im Rot. 
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intensiver als das des zu untersuchenden Gemisches des End- 
produktes; es wurde daher nach und nach mit Eisessig so- 
lange verdiinnt, bis es die Spektralintensitaét des fraglichen 
Gemisches erreichte. Es entstanden so die Gemische: 

e.: 3,0 cem mit 0,26610°/o des Endproduktes und 

0.: 3,9 »  » 0,02026°%/o reinen Oxycholesterins. 
Wie oben beim Cholesterin, berechnet sich auch hier (nach 
der Gleichung 26610 : 2026 = 100: X) fiir das Endprodukt: 
7,6°/o Oxycholesterin. 

Eine zweite Analyse ergab tibereinstimmend 7,7 °/o. 

Betrug nun, wie erwiéhnt, der maximale Oxycholesterin- 
gehalt in dieser Operation 19,7 °/o, so konnte in dieser Reaktions- 
phase der Cholesteringehalt des Gemisches 80,3°/o von an- 
gewendeten Cholesterin nicht tibersteigen. Annéhernd dieselbe 
Zahl ergab sich auch tatsichlich bei der Cholesterinbestimmung 
des in Rede stehenden Endproduktes dieser Operation: zwei 
in der unter I angegebenen Verfahrungsweise ausgefiihrte 
libereinstimmende Spektralanalysen ergaben hier: 

Cholesterin -++- Oxycholesterin 90,4 °%/o 
Hiervon abgezogen: Oxycholesterin mit 7,7°/o 
verbleiben fiir reines Cholesterin 82,7 %/o. 

Von den obigen 19,7°/o Oxycholesterin ist also zirka die 
Hilfte weiter oxydiert worden zu Produkten, die weder die 
Liebermannsche Cholestolreaktion des Cholesterins, noch die 
Essigschwefelsiiurereaktion des Oxycholesterins geben. 


2. Von der Anschauung ausgehend, daB die Oxydation 
des Cholesterins durch das Blut ein rein chemischer Vorgang 
sein miifte, erschien es von Interesse, den Verlauf der Oxy- 
dation in Gegenwart von chemisch leichter angreifbaren 
Substanzen als das Cholesterin es ist, namentlich von nie- 
deren Alkoholen der Fettreihe, zu verfolgen. Zu diesem 
Ende wurde neben dem vorhergehenden Versuchsgemisch ein 
zweites gleich zusammengesetztes Gemisch angesetzt, dem 
1,5 Volumprozente absoluten Alkohols zugesetzt war. Beide 
Gemische wurden gleichzeitig und bei der gleichen Temperatur 
(30—40° C.) nebeneinander digeriert. Das alkoholhaltige 









































ATS GIS ip ORAL Re 


Die Oxydation des Cholesterins durch das Blutgewebe. VIII. 223 


Gemisch zeigte nach 5 Tagen eine Maximaloxydation des 
Cholesterins von nur 2,2°/o, die aber in weiteren 3 Tagen 
bis auf 0 zuriickgingen, wahrend im alkoholfreien Gemisch, 
wie oben angegeben, das Maximum des Oxycholesteringehaltes 
unter denselben Bedingungen 19,7°/o vom angewandten Cho- 
lesterin betrug. Der Versuch mit dem alkoholhaltigen Gemisch 
wurde am achten Tage unterbrochen und die Cholesterinstoffe, 
wie oben unter I angegeben, abgeschieden. Sie stellten fast un- 
veriandertes Cholesterin dar. Die Cholesterinbestimmung ergab 
auch 97,9°/o Cholesterin. Da dieses Endprodukt keine Oxy- 
cholesterinreaktion mit Essigschwefelsiure zeigte, 
so sind jene 2,2°/) Oxycholesterin, wie in Operation I, auch hier 
weiter oxydiert wurden. Das Endprodukt dieser Operation 
enthielt also: 97,9°/o Cholesterin + 2,2°/o «Nichtcholesterin». 

In einem zweiten Versuch wurde das alkoholhaltige Ge- 
misch, das gleichfalls einen Maximalgehalt von aur 2,0°/o 
Oxycholesterin erreichte und dann auf O zuriickging, am achten 
Tage auf 60—65° C. erwirmt. Der Oxycholesteringehalt stieg 
dann wahrend weiterer 10 Tage langsam an,') bis es nach der 
Unterbrechung der Operation in den nach dem oben unter I an- 
gegebenen Verfahren freigelegten Cholesterinstoffen 10,0°/o er- 
reichte. Der Cholesteringehalt dieses Endproduktes betrug 90,6°/o. 

Die Untersuchungen nach dieser Richtung hin sind noch 
nicht abgeschlossen. Soviel geht jedoch aus diesen Versuchen 
hervor, daf leichter oxydable Substanzen, wie z. B. niedere 
Alkohole, den Sauerstoff des Blutes eher beanspruchen, bevor 
er an das widerstandsfihigere Cholesterin herangehen kann. 


III. 
Einwirkung des Blutes auf Phytosterin. 


Bekanntlich teiit das pflanzliche Phytosterin fast alle 
Eigenschaften mit dem ihm isomeren tierischen Cholesterin. 
Sein primares Oxydationsprodukt ist im Pflanzenreich jedoch 
nicht so verbreitet, wie das entsprechende Oxycholesterin im 
Tierreich; es laft sich aber in Eisessiglédsung mit Benzoyl- 


') Wahrscheinlich infolge des langsamen Verdunstens des Alkohols. 
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superoxyd ebenso leicht in Oxyphytosterin tiberfiihren, wie 
das Cholesterin in sein ihm entsprechendes Oxydat. 

Das Blutgewebe scheint indessen auf das Phytosterin 
viel schwieriger einzuwirken, als auf das Cholesterin, wie 
aus folgendem Versuch hervorgehen diirfte: 

1 g menschlichen, entfetteten, also cholesterinfreien 
Trockenblutes wurde mit 10 cem einer 1°/oigen Kisessiglésung 
von reinem Phytosterin tibergossen und bei 60—65° C. di- 
geriert. In den ersten 8 Tagen konnte in einigen entnommenen 
Proben Oxyphytosterin nicht nachgewiesen werden, wahrend 
das Cholesterin, wie oben unter I angegeben, schon nach 3 
bis 4 Tagen bis zur Halfte von demselben Blutkérper in Oxy- 
cholesterin tibergefiihrt werden konnte. Erst nach weiterem Er- 
wiérmen konnte eine merkliche Reaktion auch beim Phytosterin- 
gemisch wahrgenommen werden. Nach 14tigigem Erwarmen 
wurden die Phytosterinstoffe in derselben Weise freigelegt, wie 
oben die Cholesterinstoffe des entsprechenden Endproduktes. 
Durch die Spektralanalyse konnte darin nur 9,6°/o Oxyphy- 
tosterins vom angewendeten Phytosterin ermittelt werden. 

Etwaige dabei entstandene weitere Oxydationsprodukte 
konnten im Endprodukt (etwa wie beim Cholesterin) aus der 
Differenz zwischen der Summe des Phytosterins +- Oxyphyto- 
sterin und dem gefundenen Oxyphytosterin bislang nicht er- 
mittelt werden, weil durch die quantitativen Verfahren zur 
Bestimmung des eigentlichen Cholesterins beim Phytosterin 
zuverliissige Werte bis jetzt nicht erhalten werden konnten: 
So fallt Digitonin das Phytosterin aus alkoholischen Lésungen 
nicht so vollstindig aus wie das Cholesterin. Was ferner das 
spektrometrische Verfahren vermittels der griinen Cholestol- 
reaktion mit Acetanhydrid und Schwefelsiure betrifft, so weicht 
das hier in Betracht kommende Absorptionsspektrum des letzten 
(griinen) Reaktionsstadiums des Phytosterins von dem des Cho- 
lesterins derartig ab, dai es unter denselben Bedingungen wie 
beim Cholesterin spektrometrisch nicht gemessen werden kann. 

Mit Riicksicht darauf, daB die Unterschiede zwischen den 
Spektren des Cholesterins und des Phytosterins fir die Kenntnis 
des Cholesterinstoffwechsels in den tierischen Organen von 
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Bedeutung sein diirften, m6égen einige diesbetreffende Beob- 
achtungen hier ihren Platz finden: 

Bekanntlich besteht die Liebermannsche Farbreaktion 
(Cholestolreaktion) auf Cholesterinstoffe in Acetanhydridlésung 
mit konzentrierter Schwefelséure aus drei aufeinanderfolgenden 
Farbenphasen: rot—blau—griin. Diesen drei Phasen ent- 
sprechen drei Spektralabsorptionen im Griin, Orange und Rot 
des Spektrums. Von diesen drei Reaktionsphasen ist die letzte 
— der Farbe nach — die einheitlichste und intensivste und 
ihrer spektralen Absorption nach — die charakteristischste und 
daher fiir die Spektralanalyse auch die geeignetste. Beim ei- 
gentlichen (tierischen) Cholesterin und seinen Derivaten, 
die diese Reaktion geben, halt die echte und tief griine Farbe 
des Reaktionsgemisches viele Stunden, ja ganze Tage an und 
zeigt im roten Felde des Spektrums nur einen, fast scharf be- 
grenzten tief dunklen und breiten Absorptionsstreifen zwischen 
den Fraunhoferschen Linien B u. C. Wie wiederholt nach- 
gewiesen, ist die Intensitaét dieser Spektralabsorption direkt 
proportional dem jeweiligen Gehalt des Reaktionsgemisches an 
Cholesterinstoffen.!) Letztere kinnen daher durch vergleichende 
Messungen der spektralen Absorptionsintensitéit gegen ein Re- 
aktionsgemisch von bekanntem Cholesteringehalt quantitativ 
ermittelt werden. ?) 

In der Farbenskala stimmt diese Reaktion heim Phy- 
tosterin anscheinend mit der des eigentlichen Cholesterins 
iiberein. Die griine Farbe der letzten Reaktionsphase zeigt Jje- 
doch beim Phytosterin schon dem unbewafineten Auge er- 
hebliche Abweichungen von der entsprechenden Farbe des 
Cholesterins: Sie ist nicht so echt, besitzt (in verdiinnteren 
Gemischen) eine erheblich gelbe Niiance und ist von viel ge- 
ringerer Dauer. Am pragnantesten kommen diese Unterschiede 
im entsprechenden Absorptionsspektrum zum Ausdruck: Wih- 
rend die Spektralabsorptionen der ersten zwei Reaktionsphasen 
des Phytosterins im Griin bezw. im Orange des Spektrums 
allem Anscheine nach mit den entsprechenden Spektralab- 





‘) Biochem. Zeitschr., Bd. 62, S, 219 (1914). 
*) Daselbst S. 221—237. 
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sorptionen des Cholesterins tibereinstimmen, fehlen der wich- 
tigsten Spektralabsorption der dritten Reaktionsphase des 
Phytosterins alle charakteristischen Merkmale ganzlich: Diese 
Absorption geht vom Ultrarot aus — fast kontinuierlich — bis 
an die Sonnenlinie B und mit einem verschwommenen Schatten- 
hof — noch tiber diese Linie hinaus, so dafi von dem scharfen 
Streifen, der beim Cholesteringemisch in schOner und ausge- 
prigter Zeichnung vom roten Hintergrund des Spektrums 
zwischen den Linien Bu. C sich abhebt, hier (beim Phytoste- 
rin) nichts zu merken ist. 

Diese Beobachtung veranlaBte mich, die Cholesterinstoffe 
des Blutes und der Driisenorgane daraufhin zu priifen: Be- 
kanntlich vertreten manche Autoren die Anschauung, dafi das 
Cholesterin der tierischen Organe und Gewebe vom Cholesterin 
der Nahrung herrihre. Freilich muB man dabei — nament- 
lich fiir das Cholesterin der Organe pflanzenfressender Tiere — 
zu einer zweiten, weniger wahrscheinlichen Annahme greifen, 
und zwar: dafi das Phytosterin der Pflanzennahrung von den 
tierischen Organen (etwa durch eine molekulare Umlagerung) 
zu Cholesterin umgearbeitet wird. Da aber diese Umwandlung 
in allen Organen und Geweben schwerlich eine quantitativ 
restlose sein diirfte, so besteht die Hoffnung, an irgendeiner 
Stelle des Organismus Reste von Phytosterin aufzufinden. Ich 
bin gegenwiirtig bemiiht, diesem Gedanken experimentell nach- 
zugehen und hoffe, in einer der weiteren Mitteilungen ausfiihr- 
lich darauf zuriickzukommen. 


Schlujbemerkungen. 


So grundverschieden die Reaktionsbedingungen und die 
sonstigen Umstinde, unter denen die obengeschilderte Oxydation 
des Cholesterins durch das Trockenblut vor sich geht, von denen 
des Oxydationsvorganges im lebenden Blutgewebe auch sind, so 
gewinnt doch die Anschauung vom ersten Oxydationsangriff des 
Cholesterins in der Blutbahn durch die obigen Feststellungen 
mindestens eine an Gewibheit grenzende Wahrscheinlichkeit. Es 
gibt ja auch kaum eine andere Stelle im tierischen Organis- 
mus, die fiir diesen Vorgang geeigneter wiire: Die Driisen- 
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organe pflegen bei reichlichem Cholesteringehalt entweder nur 
geringe Mengen, oder — z. B. die Leber — gar kein Oxy- 
cholesterin zu enthalten. Dasselbe gilt auch von den anderen 
tierischen Organen und Geweben. Auferdem tragen die sich 
dort noch vorfindenden kleinen Mengen Oxycholesterins stets 
den Stempel von Uberresten vom weiteren Abbau dieses Kérpers 
an sich. Man kann sich leicht davon an den schwachen, miBb- 
farbigen und rasch schwindenden Essigschwefelsiiure-Reaktionen, 
sowie an den verschwommenen Absorptionsspektren dieser 
Oxycholesterinreste tiberzeugen, wenn man sie mit den gleichen 
Reaktionen des Unverseifbaren des Blutfettes vergleicht, deren 
lebhaft echte Farben und intensive und scharf gezeichnete 
Spektralabsorptionen 48 Stunden und mehr anhalten. Ver- 
gleicht man dagegen diese letzteren Reaktionen mit denen des 
reinen (kiinstlichen) Oxycholesterins, so kann man sich, schon 
bei diesem qualitativen Vergleich, des Eindruckes nicht er- 
wehren, dafi es sich auch bei dem Oxycholesterin des Blut- 
fettes um ein frisches und priméres Oxydationsprodukt des 
Cholesterins handeln mu, 

Der Zusammenhang dieser Erscheinung mit einer Reihe 
verwandter Tatsachen: wie das Verhiiltnis der Cholesterin- 
oxydate des Pfortaderblutes zu denen des Lebervenenblutes, ') 
das Fehlen des Oxycholesterins in der Leber?) als Folge seiner 
Verarbeitung zu Gallenséuren,*) sowie die Bedeutung seiner 
kolloidalen und hydrophilen Eigenschaften usw., soll in einem 
der folgenden Aufsitze erértert werden. 


') Biochem. Zeitschr., Bd. 52, S. 208 (1913). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. 63, S. 227 (1909). 
’) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 309ff. und Bd. 92, S. 383 ff. (1914). 


Hamburg, im Oktober 1914. 





Uber die fermentative Hydroperoxydzersetzung. 
V. Mitteilung. 
Von 
P. Waentig und O. Steche. 


(Mitteilung aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Oktober 1914.) 


Um die chemische Natur der Katalase zu charakterisieren, 
wurden zuniichst noch weitere Versuche dariiber angestellt, 
durch welche Fermente die Aktivitaét der Katalaselésung zer- 
stért werden kénnte. Bisher war festgestellt worden,') dab 
sicherlich Trypsin die Katalase vernichte, wiahrend die Wir- 
kung des Pepsins wegen der sauren Reaktion, bei der es nur 
zur Wirkung gelangt, unsicher bleibt. Es wurde aus dem 
Verhalten des Trypsins der WahrscheinlichkeitsschluB gezogen, 
dafi die Katalase entgegen anderen Auffassungen?) eine eiweib- 
artige Substanz sei, da sie dem Angriff proteolytischer Fer- 
mente unterlige. 

Es war nun von Interesse, auch die Wirkung des Erep- 
sins zu untersuchen. Der Unterschied zwischen tryptischer 
und ereptischer Funktion liegt bekanntlich darin, dab, wahrend 
durch erstere genuine Eiweifkérper angegriffen werden, letztere 
nur «Pepton» abbaut. Es ware also durch entsprechende 
Versuche mit Katalase méglich, Anhaltspunkte daritiber zu er- 
halten, ob die Katalase den Charakter eines genuinen Eiweibes 
oder polypeptidihnlichen Charakter besabe. 

Die Entscheidung wird nur dadurch erschwert, dai weder 
die unter dem Namen «Trypsin» zusammengefakten Ferment- 


') Waentig und Steche, Diese Zeitschr., Bd. 83 (1913) S. 315. 
*) Vgl. a. a. O. 
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priiparate, noch die Extrakte der Diinndarmschleimhaut, welche 
das Erepsin enthalten, die tryptische bezw. ereptische Funk- 
tion in reiner Form zeigen, vielmehr Anhaltspunkte!) dafiir 
vorhanden sind, dai die Trypsinpriiparate des Handels eine 
peptolytische Komponente enthalten und daf andererseits Darm- 
schleimhautextrakte, wenigstens wenn sie nicht besonders ge- 
reinigt sind,?) auch tryptische Wirkung zeigen, d. h. native 
Eiweiikérper, wenn auch nur in geringem Mabe, angreifen. 
Es war daher nicht verwunderlich, dah zuniichst fest- 
gestellt werden konnte, dali auch wiisserige Extrakte aus der 
Schleimhaut des Diinndarmes von Schwein und Katze zer- 
stérend auf Katalase wirkten. (Uber diese Versuche wird an 
anderer Stelle*) ausfiihrlich berichtet, weshalb belegprotokolle 
hier nicht angefiihrt werden sollen. Es ist dort die Wirkung 
fiir eine ganze Reihe Katalaseextrakte sehr verschiedener Her- 
kunft erwiesen.) Denn da sich zeigte, dafB der Extrakt auch 


Kasein und Fibrin neben Pepton angriff, so konnte die Wir- 


kung auf eine solche der tryptischen Componente des Erepsins 
zuriickzufiihren sein. Es konnte aber durch einige gleich zu 
schildernde Differenzialversuche gezeigt werden, dal wahr- 
scheinlich doch das Erepsin selbst bezw. seine peptolytische 
Componente es ist, welche in diesem Falle die Zerst6rung der 
Katalase bedingt. | 

Zunichst benutzten wir dazu die von Glafbner und 
Stauber‘) gefundene Tatsache, daf die Wirkung von kiiuf- 
lichem Trypsinpraéparat und von der tryptischcn Komponente 
des Erepsins auf eine Fibrinflocke durch Blutserum aufgehoben 
werden kann. Worauf diese Schutzwirkung beruht, ist nicht 


1) Vgl. Oppenheimer, Die Fermente, IV. Auil., Bd. 1, S. 441. 

2) Bei der Herstellung des erepsinhaltigen Extrakts hielten wir 
uns streng an die Vorschrift von Cohnheim, Diese Zeitschrift, Bd. 33, 
S. 454 (1901). 

3) K. Winkler, Dissertation, Leipzig 1914. 

*) Biochem. Zeitchr., Bd. 25, 5. 210 (1910), s. ferner auch Jahres- 
bericht f. Tierchemie 1911, S. 150, und M. Jakoby, Biochem. Zeitschr., 
Bd. 10 (1908), S. 232. 
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vollig aufgeklairt, doch konnte sie von uns bestitigt werden.') 
Es lief sich nun zeigen, daBb ein Gemisch von Darmextrakt 
und Serum, welches sich gegen ein Fibrinflocke indifferent 
verhielt, sich auf Katalaseldsung noch fast ebenso wirksam 
erwies, wie der Darmextrakt allein. Das sprach*dafiir, daB 
hier die peptolytische Componente in Wirksamkeit getreten 
rar (vgl. Tabelle 1).?) 


Tabelle 1. 











Vorbemerkung: Als Serum kam frisches Pferdeblutserum zur 
Verwendung. Die Erepsinlésung war Katzendarmextrakt. Die Trypsin- 
l6sung war eine Lésung von dem Merkschen Praparat. Bei Gegenwart 
von Serum wurde eine Fibrinflocke weder durch die Erepsin- noch durch 
die Trypsinlésung angegriffen. Pepton wird von Erepsin auch bei Gegen- 
wart von Serum merklich angegriffen. Versuchstemperatur hier wie bei 
den weiteren Versuchen 35°. 


Versuch I Versuch II 











K-Werte K-Werte 
: i 
Katalaselésung 4250 2692 4399 | 4481 
Katalase + Erepsinlésung . 4837 5) 204 HO80 | = 837 
Katalase + Serum 44-416 2446 — — 
Katalase + Erepsin + Serum 43Bd4 804 3994 1183 
Serumideung .. 21.6% 270 inaktiv ~ “4 --~ 


Weiter konnte gezeigt werden, daf Schweinedarmextrakt, 
welches Pepton rasch spaltete, Kasein jedoch nicht angriff, 
auf Katalaseldsung stirker einwirkte als eine Lésung von kauf- 
lichen Trypsin,*) welche eine Kaseinlosung in der gleichen Zeit 


') Vel. Oppenheimer, Die Fermente usw., IV. Auflage, Bd. I, 
S. 474 ff. 

2) Uber die Versuchsanordnung, vgl. Waentig und Steche, Diese 
Zeitschr., Bd. 83, S. 315 (1913). 

3) Die hohen Werte erkliren sich durch eine Aktivitéit des Schweine- 
darmerepsins, die jedoch bei hoher Temperatur durch Selbstverdauung (?) 
rasch verschwindet (vgl. die Versuche mit Hefekatalase). 

‘) Verwendet wurden die kiufl. Praparate von Merck und C. F, 


Kahlbaum. 
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Tabelle 2. 











Vorbemerkung: Erepsinlésung aus Schweinedarm, Trypsin- 
lésung wie oben. Die Trypsinlisung verdaut Casein, die Erepsinlésung nicht. 











Versuch | Versuch Il 

K-Werte K-Werte 
Anfangs Nach Nach Anfangs Nach 
© 16 Std. 2 Tagen © 22 Std. 
Katalaselésung . . 3867 3501 3308 $149 | 3893 
Katalase + Erepsin (708 2106 1133 6432 3436 
Katalase + Trypsin 3663 2631 2297 4325 | 8181 
Erepsinlésung . . — — — 1536 inaktiv 

vollstaéndig hydrolysierte (vgl. Tabelle 2). -— Dies kann nicht 


anders gedeutet werden, als dab der Stoff, welcher im Trypsin 
die Zerst6rung des Caseins bedingt, die ZerstOrung der Kata- 
lase durch Erepsin nicht veranlassen kann. 

Bei Katzendarmextrakt, der, wie sich herausstellte, auch 
Casein angriff, mufite zum Beweise, dab auch hier die pepto- 
lytische Funktion bei der Katalasezerstérung in Aktion trat, 
etwas anderes verfahren werden. Durch succesive Verdiinnung 
von kauflicher Trypsinlésung konnten néimlich Bedingungen ge- 
schaffen werden, bei denen die Wirkung der Trypsinlésung auf 
Fibrin immer noch diejenige des Erepsins deutlich iibertraf, 
wihrend die Wirkung auf Katalase hinter der des Darm- 
extraktes zurticktrat. (Vgl. Tabelle 3.) 


Tabelle 3. 





Vorbemerkung: Erepsinlésung aus Katzendarm. Trypsinlésung : 
0,014 g Trypsin (Merck) + 10cem H,O. Nach 19stiindiger Einwirkung 
ist Peptonlésung nur von der Erepsinlésung angegriffen, Fibrin nur 
von der Trypsinlésung gelést. Katalaselésung F'. 





K-Werte 
Nach 








Anfangs 21 Stunden 
2 ccm Katalase + 2 ccm H,O. 3949 3182 
2 ccm + 2 ccm Erepsinlésung 4074 1344 
2 ccm > + 2 ccm Trypsinlésung $194 546 
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Tabelle 3 (Fortsetzung). 


Vorbemerkung: Erepsinlésung wie oben. Trypsinlésung I: 0,014 g 
Trypsin -++ 20 ccm H,O, Trypsinlésung IL: 0,014 g Trypsin + 40 ccm H,0. 
Beide greifen Fibrin in 18 Stunden bedeutend stiarker an, als die Erepsin- 
ldsung. Katalaselésung Er. ; 








K-Werte 
| Nach 
Anfangs | 18 Stunden 








3 cem Katalaselg. + 3ccem H,O.... . 5952 | 6197 
3 > + 3ccm Erepsinlésung 5535 | 3292 
3 + 38ccm Trypsinlg. I. 6131 4347 
3 >» + 3ccm Trypsinlg. II . 6085 5447 


Die Empfindlichkeit gegen Trypsin besteht auch bei Kata- 
lasen pflanzlicher Herkunft, wie die folgenden Versuche zeigen, 
die zum Teil mit einem direkt erhaltenen wiisserigen Hefe- 
extrakt, zum Teil mit dem Extrakt der Alkoholfillung des 
letzteren ausgefiihrt wurden. (Vgl. Tabelle 4.) Das Resultat 
der Versuche wird etwas beeintrichtigt durch die Tatsache, 
daf die Hefeextrakte fiir sich beim Stehen bei Zimmertempe- 
ratur auch ohne Trypsin allmihlich inaktiv werden. Die Er- 
kliirung hierfiir ergibt sich daraus, dafi die Extrakte, und 
zwar auch die Extrakte der Alkoholfallung, sich als endo- 


Tabelle 4. 


Wirkung von Trypsin auf Hefekatalase 








I. Versuch. Mit direktem wiisserigem Extrakt der Hefe 








K-Werte 
Anfangs Nach 24 Stunden 
Katalaseldsung ... 2826 | 1469 
Katalase + Trypsin . 2969 | 550 


Il. Versuch. Mit dem Extrakt der Alkoholfillung 











K-Werte 
Anfangs Nach 21 Stunden 
Katalaselésung .. . 4715 | 2988 
Katalase + Trypsin . 4607 | 1295 








| 








“7 
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tryptasehaltig!) erwiesen, da sie eine Fibrinflocke in kurzer 
Zeit listen. Offenbar zerstért diese beim Stehen die Katalase 
und bedingt so die scheinbar spontane Inaktivierung der 
Hefekatalase. Immerhin labt sich feststellen, dali ein Zusatz 
von Trypsin die ZerstOrung ganz wesentlich beschleunigt. 
Aus allen diesen Versuchen wiire also wiederum zu 
schlieben, daf die Katalase ein eiweifartiger KOrper ist, wenn 
man nur annimmt, dafi sie selbst es ist, die der Zerst6érung 
unterliegt. Es wire nach Obigem nur noch weiter zu folgern, 
dafi die Katalase sich in einem Zustande befinden 
muf, welcher den Angriff auch durch sog. peptoly- 
tische Fermente ermOglicht. Die weitere Folgerung, dal, 
weil bei der Wirkung des Erepsins auf Katalase offenbar die 
sog. peptolytischen Komponente hauptsichlich im Spiele ist, 
auch beim Trypsin, dab, wie oben angedeutet, wahrscheinlich 
nicht als ein einheitliches Ferment zu betrachten ist, nur seine 
peptolytische Komponente zur Wirkung kommt, soll nicht ge- 
zogen werden, obgleich gewisse Anhaltspunkte daftir vorliegen, 
die in der erwihnten Untersuchung von Winkler?) erortert 
sind. Dagegen spricht der Umstand, dafi eine Trypsinlésung, 
die eine Katalaselisung schnell zerstort, Wittesches Pepton 
und auch Glycyl-Tryptophan nicht angreift, wahrend eine 
auf Katalase nur wenig staérker wirkende Erepsinlésung das 
Pepton und Polypeptid rasch spaltet (vgl. Tabelle 5). 
Tabelle 5. 








coccainementmeianl 














Vorbemerkung: Erepsinlésung aus Katzendarm. Trypsinlésung 
wie oben. Die Erepsinlisung greift sowohl Casein als Pepton an, die 
Trypsinlésung Pepton iiberhaupt nicht, Casein etwas langsamer als die 
Erepsinlésung, Glycyl-l-Tryptophan ebenfalls nicht. 








K-Werle 
Anfangs | Nach 22 Stunden 
Katalaselésung .. . 4691 | 3187 
Katalase + Erepsin . 5321 | 630 
Katalase + Trypsin . 4925 2412 


1) Vgl. Oppenheimer, I. c. Bd. Il, S. 611. 
*) a.a. O. 
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Man darf bei allen diesen Versuchen nicht aufer acht 
lassen, dafi Reaktions- und Temperaturoptimum nicht nur fiir 
jede proteolytische Teilfunktion verschieden zu sein scheint, 
sondern da8 vielleicht auch noch je nach der Art des Sub- 
strates Unterschiede in der Wirkungsweise'!) auftreten, die 
sich nicht bei einer so einfachen Methodik iibersehen lassen. 


') Vgl. hierttber Oppenheimer, l.c., 5. 451 ff. 


© 











Uber Brenztraubensaure als Aktivator der alkoholischen Garung. 
Von 


Max Oppenheimer. 


(Aus dem stidtischen chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt). 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 114.) 


Vor Kurzem') konnte an dieser Stelle tiber Versuche 
berichtet werden, welche zeigten, dai aus zu Hefemazerations- 
saft in Form ihres Alkalisalzes zugesetzter Brenztraubensiure 
im Gegensatz zu Glyzerinaldehyd und Dioxyaceton keine Milch- 
siure gebildet wurde; es wurde im Gegenteil die im Prebsaft 
vorgebildete Milchsaure teilweise zum Verschwinden gebracht. 

Inzwischen wiederholt angestellte Versuche konnten diese 
Tatsache nur bestiitigen. 

Uber den Mechanismus des Verschwindens von Milchsiiure 
bei Zusatz von brenztraubensauren Salzen zu Hefesaft konnten 
damals nur Vermutungen ausgesprochen werden. Weitere Ver- 
suche sollten dazu beitragen nach MoOglichkeit diese Erschei- 
nung aufzukliren. Diese Versuche sind noch im Gange und 
liber ihr etwaiges Ergebnis wird zu einem spiiteren Zeitpunkt 
Mitteilung gemacht werden. 

Dagegen soll jetzt schon tiber einige neue Tatsachen 
berichtet werden, welche sich im Verlaufe dieser Untersuch- 
ungen ergeben haben. 


I. 


Bei den oben erwihnten fortgesetzten Versuchen tiber 
Milchsaéurebildung bei der alkoholischen Giirung wurde die 
bisher gewihlte Versuchsanordnung in der Weise ergiinzt, 
dafi nicht nur Versuche mit Zusatz von brenztraubensaurem 
Salze allein und — zum Vergleiche — von Traubenzucker 
allein zum Hefesafte angestellt wurden, sondern es wurde auch 
noch ein weiterer Ansatz gemacht, zuniichst mit gleichen Teilen 
Traubenzucker und brenztraubensaurem Natrium. Dies in der 
Absicht, um festzustellen, ob nicht vielleicht durch Zusatz von 
brenztraubensaurem Salze die bei Traubenzucker beobachtete 


') Max Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 45, 1914. 
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Neubildung von Milchsaiure gehemmt wiirde, oder ob sich 
lediglich Mittelwerte aus den Versuchen mit Zusatz jeder 
Substanz fiir sich ergiiben. 

Neben der Milchsiiture wurde bei diesen Versuchen nun 
auch die gebildete Kohlensiiuremenge bestimmt um eventuelle 
Beziehungen zwischen Milchséurebildung resp. deren Verschwin- 
den und Kohlenséurebildung feststellen zu k6nnen. 

Die Bestimmung der Kohlensiiure geschah nach Buchner, 
genau wie bei den friiher beschriebenen Giirkraftbestimmungen. 
Eine kleine Abanderung der Apparatur erwies sich als sehr 
zweckmibig: statt der tiblichen Erlenmeyer-Kolben wurden 
fiir die Ansiitze kleine Kultur-Kolben von ca. 125 ccm Inhalt mit 
sehr breitem Boden gewiihlt, wodurch die Oberfliche vergr6fert 
und die Wigung wesentlich erleichtert wurde. 

Die Ansiitze verblieben, wenn nicht anders angegeben, 
bei Zimmertemperatur (20—22°). 

Da im iibrigen die Versuche in der aus den friiheren 
Mitteilungen bekannten Anordnung angestellt wurden, ergibt 
sich alles weitere aus den folgenden Tabellen. 

Das Ergebnis schon des ersten Versuches war tber- 








raschend. 
Tabelle I. 

(Vers. vom 2./12. 13.) 
ee pu 
——w Zusatz zu mg CO, nach 

aer 
35 ccm Hefesaft + 0,7 Tol. 


Ansiitze 1 Std./6 Std. 24 Std.|30 Std. 





3,5 ccm 10°%/oige Trauben- | | 
.§ zuckerlésung 03 89,3 | 69,8 | 76,5 
3,5 ecm Wasser 


Ee ee 


3,5 cem Liésung von brenz- | 























Br traubensaurem Na. 6.3 | 15.8! 35.0] 40.6 
(10 %oig in Bezug auf Saure) | 
3,5 ccm Wasser 
3,5 ccm Traubenzuckerlésung | 
- ' ‘ rrr , 
CBr : Ww. 0. 58,2 | 82,2 | 117,9| 130,6 
3,5 ecm brenztraubensaures | 
Na. w. 0. | 
- serechnet als Summe der se oP | 
r+pr | [Be 6,6 | 55,1 | 1048] 117,1 
| 


beiden ersten Horizontalreihen] 
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Wihrend nach einer Stunde aus Traubenzucker kaum 
mehr als eine Spur CO, gebildet worden war (Ansatz T), zeigte 
die Brenztraubensiiure (Ansatz Br) eine deutliche CO,-Bildung, 
die Bildung von CO, aus dem Ansatz mit gleicken Teilen 
Traubenzucker und mit brenztraubensaurem Na (Ansatz TBr) 
betrug dagegen fast das neunfache der Summe der beiden 
Einzelversuche T und Br. 

Nach 6 Stunden hatte bereits eine deutliche CQ,-Ent- 
wicklung aus Traubenzucker eingesetzt, welche die ebenfalls 
vermehrte CO,-Entwicklung aus Brenztraubenséure um das 
doppelte tibertraf, aber auch die CO,-Bildung aus dem Ver- 
suche mit beiden Zusitzen war weiter gestiegen und die hierbei 
gebildete Menge CO, betrug noch 50°/o mehr, als die Summe 
der CO,-Menge der Einzelversuche ausmachte. 

Nach 24 resp. 30 Stunden hatte die Vergiirung der ein- 
zelnen Ansitze weitere Fortschritte gemacht, die Menge CO, 
aus dem Ansatze mit beiden Zusiitzen betrug immer noch 10°/o 
mehr als die CO,-Menge der beiden Einzelansitze zusammen. 

Nach 30 Stunden wurde der Versuch zum Zwecke der 
Milchsiiurebestimmung abgebrochen. 

Der Versuch zeigt also eine ganz ausgesprochene Vermeh- 
rung der CO,-Bildung bei gleichzeitiger Vergaérung von Trauben- 
zucker und Brenztraubenséure als Alkalisalz gegentiber der 
Einzelvergiirung dieser Substanzen mit gleichen Mengen Hefesaft. 

Diese experimentelle Tatsache gestattet zuniichst noch 
keine einheitliche Deutung. Die bei den einzelnen Versuchen 
gebildete Kohlensiiure diirfte wohl derselben Quelle entstammen, 
Nach unseren heutigen Anschauungen tiber die Stellung der 
Brenztraubensiiure beim Zuckerabbau ist ja die Zerlegung der 
Brenztraubensiiure durch die Carboxylase nichts anderes als 
ein Teilvorgang der alkoholischen Giéirung und die Carboxylase 
selbst ein Teilferment der unter dem Namen Zymase zusammen- 
gefahten Gérungsfermente. 

Handelt es sich nun bei der beobachteten Erscheinung 
der so stark vermehrten CO,-Bildung um eine gegenseitige 
Beeinflussung der Traubenzucker- und Brenztraubensiure- 
garung oder liegt eine einseitige Stimulierung vor entweder 
der Carboxylasetitigkeit, sodaBh die vermehrte CO,-Bildung der 
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Brenztraubensiure entstammen wiirde, oder der Titigkeit der 
Zymase, so daB das Mehr an CO, auf Rechnung des Trauben- 


zuckers zu setzen wire ? 


einen oder anderem Sinne entscheiden. 


mischten Vergiirung, 


Weitere Versuche mufBten in dem 


Es wurden zur Kliirung der Frage zuniichst bei der ge- 
wie die gleichzeitige Vergiirung von 


Traubenzucker und Brenztraubenséure genannt sein mag, die 
prozentualen Anteile der einzelnen Zusatzsubstanzen verandert, 
wie des niiheren aus der Tabelle II ersichtlich ist. 


Tabelle II. 


(Versuch vom 5./12. 13.) 








Bezeich- 
nung 
der 
Ansiitze 


Zusatz zu 


35 ccm Hefesaft + 0,7 Tol. 


Zugesetzte Substanz 
in Prozenten des 
unverdiinnten 
Saftes 


mg CO, nach 


1 Std. | 6 Std. |24 Std. 


| 





Br 


TBr | 


TBr I 


TBr Ill 


TBr IV 





3.5 cem 10°/oige Trauben- 
zuckerlésung 
3,5 ccm Wasser 


3,5 ccm 10°%/oige Lésung 
von brenztraubens. Na 
3,5 ecm Wasser 
3.5 ccm Traubenzucker- 
losung w. 0. 

1,75 ecm Lisung v. brenz- 
traubens. Na w. o. 
1,75 ccm Wasser 
3,5 cem Lésung v. brenz- 
traubens. Na w. o. 
1.75 ccm Traubenzucker- 

losung w. oO. 
1,75 ccm Wasser 
3,5 ecm Traubenzucker- 
l6sung w. o. 

0,35 ccm Lisung v. brenz- 

traubens. Na w. o. 
3,2 ecm Wasser 

3,5 cem Loésung v. brenz- 

traubens. Na 

0.35 cem Traubenzucker- 

lOsung 
3,2 ccm Wasser 


1°/o Traubenzucker 





1°/o brenztrauben- 
saures Na 


1°/o Traubenzucker 
0,5°%o brenztrauben- 
saures Na 


1°/o brenztrauben- 
saures Na 
0,5°/o Trauben- 
zucker 


81,8 














43,2 81,4 





1°/o Traubenzucker 
0,1°/o brenztrauben- 
saures Na 


1°/o brenztrauben- 
saures Na 
0,1°/o Traubenzucker 











97,3 
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Das Ergebnis der CO,-Bestimmungen dieses Versuches 
zeigt unzweifelhaft, daB es sich bei der beobachteten CO,- 
Vermehrung um nichts anderes handelte, als um eine Be- 
schleunigung der Traubenzuckervergirung. 

Wiahrend die CO,-Bildung aus brenztraubensaurem Na 
bei Zusatz von Traubenzucker in verschiedenen absteigenden 
Mengen nur unwesentlich erhéht wurde, kaum um mehr als 
die dem zugesetzten Traubenzucker entsprechende CO,-Menge 
betriigt, stieg die CO,-Bildung aus Traubenzucker bei Zusatz 
von 0,5°/o brenztraubensaurem Na, ganz besonders aber bei 
Zusatz von nur 0,1°/o schon nach 1 Stunde auf das beinahe 
sechsfache des Wertes der Einzelvergiirung derselben Menge 
Traubenzucker. 

Nach 6 Stunden war der CO,-Wert bei der gemischten 
Vergarung des Ansatzes TBr III immer noch beinahe dreimal 
so groB und nach 24 Stunden war das Verhiiltnis der CO,- 
Werte 81,8 zu 208,7, d. h. wihrend nach dieser Zeit Trauben- 
zucker allein etwa zur Hialfte vergoren war, hatte sich bei 
Zusatz von nur 0,1°/o Brenztraubensaurem Na bereits die 
theoretisch aus beiden Substanzen maximal mégliche CO,-Menge 
ausgeschieden, ja sogar noch etwas mehr, jedenfalls zufolge 
einer nebenherlaufenden Selbstgérung des Saftes. 

Nachdem im vorhergehenden Versuche die stimulierende 
Beeinflussung der Traubenzuckergérung durch Brenztrauben- 
siure in Form ihres Alkalisalzes erwiesen war und sich dabei 
graduelle Unterschiede gezeigt hatten, sollte der nachste Ver- 
such zeigen, wo die optimale Grenze dieser Einwirkung liegt. 
Je ein Versuch mit Brenztraubenséurevergiirung und Selbst- 
garung wurde angeschlossen (siehe umstehende Tabelle). 

Der Versuch bestiitigt in einwandfreier Weise das Resultat 
des vorhergehenden Versuches und zeigt noch deutlicher als 
dieser, daf die nach 1 Stunde um beinahe 600°/o0 vermehrte 
CO,-Bildung bei Zusatz von brenztraubensaurem Alkali zu 
garender Zuckerldsung wohl ausschlieBlich eine Aktivierung 
der alkoholischen Girung darstellt. 

Die Beschleunigung trat noch bei einem Zusatz brenz- 
traubensauren Salzes von 1: 10000 des Hefesaftes ein, resp. 
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Tabelle III. 
(Vers. vom 7.1. 14.) 





























v. brenztraubens. Na. 


Bezeich- Zugesetzte Subst. CO h 
' aS ee nac 
nung Zusatz Zu in Prozenten des os 
der 40 ccm Hefesaft + 0,8 Tol. unverdiinnten | | 
Ansiitze Saftes 1 Std.|5 Std.,24 Std. 
= er 
B 4 ccm Wasser (laine) 28 | 5,6 | 9.6 
sntishishanatscesaisiaiad ane aed ae 
P 0; © vr... | 
a 4 ccm 10°%/oige Trauben- ; _— 
| biter 1°/o Traubenzucker | 12,6 | 63,6 | 108.6 . 
zuckerlésung | 
Br 4 ecm 10°oige Lésung | 1°/o brenztrauben- 13.6 | 34.0 GA 
) e ) or +0, 
v. brenztraubens. Na. saur. Na. | ‘4 
4 ccm 1°%oige Liésung |1°/oo brenztrauben-]| ~, | oo 
Br, ieee 5,6 | 10,6 | 16,0 
v. brenztraubens. Na. saur. Na. | | 
4 ccm 10°%oige Trauben- oe | | 
| c L 
;, zuckerlésun ce | | 
Br, a 1°Joo brenztrauben-| 85,8 | 203,8 3168 
0.4 cem 10°/oige Lésung se. he | 
tei é . aval. 


, 7, 0;,3 “ 
4 ccm 10°%0ige Trauben- ‘seein 
© 1°/o Traubenzucker 


| 
TBr, zuckerlésung 0,1°/oobrenztrauben-| 82,0 | 191,4 | 295.0 
; 0,4 ccm 1°/oige Lésung | 
v. brenztraubens. Na. 











saur. Na. | | 
1: 100 des Zuckers, wobei noch die 20°/oige Verdiinnung 
durch die Losungsmittel zu beriicksichtigen ist. Bei diesem 
Zusatz betriigt die aus Brenztraubensiiure theoretisch moégliche 
Menge CO, nur 2 mg, ist also unbedenklich zu vernachlassigen. 

Nach 24 Stunden betrug die Beschleunigung noch immer 
fast 200°/o. Die Werte waren bei 1°/oo und 0,1°/oo Zusatz 
fast identisch. Auch bei diesem Versuche wurde das theo- 
retische CO,-Bildungs-Maximum iiberschritten, ohne daf eine 
andere Erkliirung als eine Stimulierung der Selbstgérung mdg- 
lich wiire, aéhnlich wie sie neuerdings auch von Lvoff?) 
beobachtet wurde. Die Giirkraft des Saftes war bei diesem 
Versuche eine gute, die Selbstgiérung unbedeutend und kann 
unberiicksichtigt bleiben. Die Einzelgérung des Traubenzuckers 


') Lvoff, Zeitschr. f. Girungsphysiol. Bd. 3, S. 289, 1913. 
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und des brenztraubensauren Salzes zeigte das charakteristische 
Bild: zu Anfang stirkere CO,-Bildung aus Brenztraubensiure, 
dann allmihliches Nachlassen und Uberholtwerden durch den 
stirker garenden Traubenzucker. 

Nach dem Ergebnis der bisher geschilderten Versuche 
muf} man also die brenztraubensauren Salze den stiirksten der 
bisher bekannten Katalysatoren der alkoholischen Giérung zu- 
zihlen. Ob die beschleunigende Wirkung jedoch eine spezi- 
fische ist, muh noch dahingestellt bleiben, vielleicht ist sie eine 
Gruppenreaktion organischer Salze. Konnten doch vor etwa 
Jahresfrist Euler und Cassel?) in einer vorliufigen Mitteilung 
berichten, dafi eine Reihe von Salzen organischer Siiuren, be- 
sonders solchen der Ameisensiure-Reihe und von Oxysiuren 
eine katalytische Wirkung auf die alkoholische Giérung aus- 
iiben. Allerdings hatten die Autoren nur bei Versuchen mit 
lebender Hefe Erfolg und betonen ausdriicklich, dafi Trockenhefe 
und Prefisaft durch die Salzzusitze nicht oder nur unwesent- 
lich in der Garwirkung gefordert wurden. 

Im Gegensatz hierzu beweisen die vorliegenden Versuche 
fiir die Salze der Brenztraubensiiure eine tiberaus starke Be- 
einflussung der Giarwirkung des Hefesaftes. Die an und fiir 
sich wtinschenswerten vergleichenden Versuche mit lebender 
Hefe unterblieben mit Riicksicht auf den Vorbehalt, welchen 
sich Euler und Cassel gemacht haben. Die Schlubfolgerung 
von Euler und Cassel, dafi die aktivierenden Salze ihre 
beschleunigende Wirkung entweder tiberhaupt nicht auf die 
Giérungsenzyme austiben oder dali das von diesen Salzen be- 
einflubte Enzym nur in der frischen Hefe zur Geltung kommt, 
diirfte jedenfalls bei den brenztraubensauren Salzen nicht zutreffen. 

In einer vor kurzem erschienenen Mitteilung von Palla- 
din, Gromoff und Monteverde?) berichten diese Autoren 
u. a. iber Versuche der gemeinsamen Vergirung von Saccharose 
und brenztraubensaurem Kali. Der eine dieser Versuche (8), 
welcher mit Hefanol angesetzt wurde, ergab zwar in den ersten 


') Euler und Cassel, Diese Zeitschr. Bd. 86, S. 122, 1913. 
7) Palladin, Gromoff u. Monteverde, Biochem. Zeitschr. 
Bd. 62, S. 138, 1914. 
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2 Stunden ihnlich wie bei meinen Versuchen mit Trauben- 
zucker eine Vermehrung der CO,-Ausscheidung, die um 42°/o 
grober war als die Summe der CO,-Bildung der Einzelversuche. 
Aber bereits nach 4 Stunden war diese CO,-Ausscheidung der- 
art herabgesunken, da sie schon unter der Summe der Einzel- 
ausscheidungen blieb, so dal man also im Gegenteil von einer 
Girungshemmung sprechen kann. 

Bei einem weiteren Versuche (9) mit Hefesaft blieb sogar 
die CQ,-Ausscheidung bei gemeinschaftlicher Vergiirung von 
Saccharose und Brenztraubensiure von allem Anfang an un- 
gefiihr 30°/o hinter der Summe der Einzelgérungen zuriick. 

Die Deutung, welche Palladin den Resultaten des einen 
positiven Versuches gibt, scheint mir insbesondere nach dem 
Ergebnis der eigenen Versuche recht zweifelhaft zu sein. Nicht 
eine Beeinflussung der Carboxylasewirkung durch Saccharose 
diirfte vorgelegen haben, sondern umgekehrt eine beschleunigte 
Angiirung der Saccharose unter dem Einflu8 des brenztrauben- 
sauren Salzes. Auch scheint es mir zweifelhaft, ob die Ver- 
hialtnisse so liegen, dab bei einer Mitwirkung der Carboxylase 
bei der alkoholischen Girung ein Teil derselben fiir diesen 
ProzeB verausgabt wird und «nur der Rest» bei der Zer- 
legung der Brenztraubensdéure Verwendung findet. So scharf 
diirften wohl diese Vorgiinge nicht zu trennen sein. 

Auferdem sind die Verhiltnisse bei der Saccharosever- 
giirung sicherlich komplizierter als bei der von mir gewahlten 
Traubenzuckervergirung. Es ist nicht ausgeschlossen, dab 
das von Palladin beobachtete Sinken der CO,-Ausscheidung 
bei der gemeinsamen Vergirung auf eine Invertase-Hemmung 
durch brenztraubensaures Salz rezp. den bei der Brenztrauben- 
siurevergirung entstehenden Acetaldehyd zuriickzuftihren ist. 


If. 


Wihrend die Vergaérung der brenztraubensauren Salze 
relativ glatt von statten ging, bereitete die Vergérung der 
freien Brenztraubensiure den bisherigen Untersuchern zunachst 


Schwierigkeiten. 
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Die ersten Beobachter,!) Neuberg und Hildesheimer,?) 
folgerten sogar aus ihren Versuchen, daf die freie Brenz- 
traubensadure nicht giire. In einer spateren Abhandlung konn- 
ten dann Neuberg und Karczag’) berichten, dai mit gir- 
kriiftigen Reinzuchthefen, sowie mit etwas gréferen Mengen 
gewOhnlicher Prefhefe die Vergérung der freien Brenztrauben- 
siiure ohne Schwierigkeiten gelinge. Doch erklirten die Autoren 
es fiir unmdglich, simtliche Brenztraubenséure zum Verschwinden 
zu bringen wegen der hemmenden Wirkung des entstehenden 
Acetaldehyds. 

In einer weiteren Mitteilung berichten Neuberg und 
Karezag,*) dab bei Zusatz von Antisepticis es ihnen nur mit 
Hefanol in Gegenwart von Toluol gelungen sei, freie Brenz- 
traubensiiure zu vergéren. 

Daf die Carboxylase in der durch Chloroform und Toluol 
abgetiteten Hefe freie Brenztraubenséure nicht, wohl aber 
deren Salz vergirt, kann nach Neuberg und Karczag ver- 
schiedene Griinde haben: «Einmal erfahren viele Enzyme durch 
Antiseptika Schidigungen, und man ko6nnte sich vorstellen, 
daB eine weitere Beeintrachtigung durch die fiir die Carbo- 
xylase nicht ganz gleichgiiltige freie Brenztraubensiiure aus- 
reicht, um die Girung dann vollig zu unterdriicken. Ferner 
aber kénnen durch die Behandlung mit Chloroform, Toluol 
usw. die physikalisch-chemischen Zustiande der Hefezelle der- 
art geandert worden sein, daf das Enzym nur noch mit den 
Salzen, nicht aber mit der freien Brenztraubensiiure in mecha- 
nische Beriihrung zu treten vermag» (l.c.5. 81). 

Spaiter konnten dann Neuberg und Kerb®) die Ver- 


‘) Aus einer kurz vor der Mitteilung von Neuberg und Hildes- 
heimer ver6ffentlichten Notiz von O. Neubauer (Diese Zeitschr., Bd. 70, 
S. 350, 1911) geht leider nicht mit Sicherheit hervor ob die von ihm an- 
gedeuteten Versuche mit freier Brenztraubenséure oder, wie bei den 
anderen Siuren mit dem Salze angestellt wurden, ferner auch nicht ob 
wie bei den anderen Versuchen die Versuche in Gegenwart von Rohr- 
zucker angestellt wurden, was natiirlich fiir die vorliegende Frage von 
Wichtigkeit wire. 

*) Neuberg u. Hildesheimer, Bioch. Zeitschr., Bd. 31,8. 172 (1911). 

*) Neuberg u. Karezag, Biochem. Zeitschr., Bd. 36, S. 69, 1911. 

*) Neuberg u. Karczag, Biochem. Zeitschr., Bd. 36, S. 80, 1911. 

*) Neuberg u. Kerb, Biochem. Zeitschr., Bd. 53, S. 406, 1913. 
Berichte d. dtsch. Chem. Ges., Bd. 46, S. 2225, 1913. 
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giirung der freien Brenztraubenséure mit lebender Hefe ohne 
Toluolzusatz in grobem Mafstabe durchfthren. 

Harden,') welcher mit Zymin und Lebedewscher 
Trockenhefe, nachdem er sie durch Waschen und Acetonbe- 
handlung von Koenzym befreit hatte, leichterdings gepufferte 
Brenztraubensiure in CO, und Acetaldehyd zerlegen konnte, 
wihrend ihm dies mit freier Brenztraubensiure kaum gelang, 
meint, daf} dies schlechte Ergebnis mit freier Brenztrauben- 
siiure auf die Wirkung der Aciditiit der Losung auf das Enzym 
zuruckzuftihren sei. 

Palladin, Gromoff und Monteverde schlieBen aus 
ihren Versuchen in der bereits erwiéhnten Arbeit, dah die 
Fihigkeit, freie Brenztraubenséure mit verschiedenen Trocken- 
priparaten der Hefe zu vergiiren sehr gering sei und daf 
freie Brenztraubensiure auf das Zymin als ein die Selbst- 
giirung aufhaltendes Gift einwirke. 

Uber die Einwirkung von Hefemacerationssaft auf freie 
Brenztraubensiure liegen von Neuberg und Rosenthal?) 
einige, allerdings sehr knappe, Angaben vor. Die Autoren 
beobachteten, dal} bei der von ihnen gewahlten Versuchsan- 
ordnung (Hefesaft + gleiche Teile 1°/oiger wassriger Brenz- 
traubensiiurelésung) und bei einer Versuchstemperatur von 37° 
schon nach 2—8 Sekunden einé Gasentwicklung (CO,) ein- 
setzte, welche gewohnlich innerhalb 2 Stunden aufhorte. Dieses 
friihzeitige Aufhéren der Garung scheint den Autoren ebenfalls 
darauf zu beruhen, dal die freie Brenztraubenséure in dem 
Hefesaft Schidigungen der Enzyme verursache. 

Obwohl diese friiheren Beobachtungen mit freier Brenz- 
traubensiiure in keiner Weise dazu ermutigten, schien es mir 
trotzdem nach den Ergebnissen der voranstehend mitgeteilten 
Versuche wiinschenswert zu priifen, ob die Eigenschaft der 
Girungsbeschleunigung nur den Salzen der Brenztraubensiure 
zukommt, oder ob nicht vielmehr die freie Brenztraubensaure 


auch dieselbe Wirkung hat. 


1) Harden, Biochemical Journ. Bd. 7, S. 214, 1913. 
2) Neuberg u. Rosenthal, Biochem. Bd. 5 


1, S. 128, 1913. 
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Auch diese Versuche 
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wurden mit Hefemacerationssaft 


angestellt und das Ergebnis von zwei Versuchen sei tabellarisch 
mitgeteilt (Tabelle IV u. V). 


Tabelle IV. 


(Versuch vom 23./1. 14.) 





























Bezeich- s Zugesetzte Substanz 
Zusatz zu . mg CO, nach 
nung in Prozenten des 
der | 40ccem Hefesaft + 0,4 Tol.| Uunverdiinnten | 
Ansatze Saftes 1 Std. 4Std. 6 Std. 24Std. 
4ccm 10°%oige Trauben- | 
Es zuckerlésung 1°/o Traubenzucker} 34,8 | 71,0 | 80,8 116.0 
4 ccm Wasser | 
4 ccm 10°%/oige Brenz- ra Sere ee | 
or / P . ie : ,~ » 
Br traubensdurelésung ailien 63,4 | 106,2 | 1180 147,56 
4 ccm Wasser | 
4 eC 0/,ica . _ 
4 CCM che Trauben 1°Jo Traubenzucker | | 
eee ae ene Pm to _ 
TBr aig - pained: 1°/o Brenztrauben-}| 81,0 195,6 | 238.8 262.6 
4 ccm 10°/oige Brenz- isin | 
he Cc 
traubensdurelisung | 
4 ccm 10°%/oige Trauben- en 
zuckerlésung ‘ . 
TB, | _ ine 0,1%o Brenztrauben-| 43,4 80,2) 91,8 125.4 
ccm joige prenz- se 
siure 
traubensiurelisung 
4 ccm 10°%/oige Trauben- | 
zuckerlésung 1°/o Traubenzucker | 
r. 4 ccm 1°%/oige Brenz- ‘0 Brenz- 36,8 7,6 | 77, ‘ 
TBr, 0,4 1 °/oige B 0,01 °/o B 36,8 67,6 QO 111,0 
raubensaurelOsung raubensiure 
traul | traul 
3,6 ccm Wasser 
TBr-Br 17,6 | 894 | 119,2 | 115,0 











| 


Aus diesen Versuchen geht nun zuniichst hervor, daf 
freie Brenztraubensiivre unter den gewahlten Versuchsbedin- 
gungen mit Hefemacerationssaft nicht nur tiberhaupt git, 
sondern dali diese Girung eine sehr starke und langanhaltende 
sein kann. Nach 24 Stunden war bei Zimmertemperatur die 
Girung noch in starkem Gange, und es war bei dem einen 
Versuche nach dieser Zeit 75°/o der theoretisch méglichen 
Menge vergoren, die entwickelte Menge CO, betrug fast 40°/o 
mehr als die aus der gleichen Menge Traubenzucker. 
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Tabelle V. 


(Versuch vom 10./2. 


14.) 





Bezeich- 


Zusatz zu 


Zugesetzte Substanz 
in Prozenten des 


. 


mg CO, nach 
































nung 
der 40 ccm Hefesaft + 0,4 Tol. unverdiinnten l 
Ansiitze Saftes 1 Std.| 4 Std.|6 Std. (ea /s St. 
4 ccm 10°%oige Trauben- | | 
T zuckerlésung 1°/o Traubenzucker]} 15,0 | 44,8 | 63,4 | 109,2 
4 ccm Wasser | 
t ccm 10 °/oige Br nz - | 
enztrau 1°/o Brenztrauben- | 
Br bensfiurelésung ts 76,4 | 116,4 hina 149.0 
siiure | 
4 ccm Wasser | 
4 com 1° ige 3renztrau- | 
, vige Brenztrau 0,1 °/o Brenztrauben- 
Br, bensdurelésung aa 6,0 0 | 11,6 | 17.8 
P saure | | : 
4 com W asser_ | 
4 ecem 10% ige Tra iben- . 
t cen ! , a * 1 °/o Traubenzucker I 
. zuckerlisun | ‘ 
TBr o- 1°/o Brenztrauben-| 91,0 | 197,6 | 238,6 | 308.6 
4 ccm 10°%/oige Brenz- " | | 
bs 7 siiure 
traubensdurelésung | | 
& CC 0°/oige Trauben- ' | 
4 ccm | a . lrauben 1% Traubenzucker | | 
, , -kerlos yr | ~ © 
TBr, _— = ea 0,1°/o Brenztrauben-] 21,8 | 62,8 | 89,4 | 138,8 
4 ccm 1°%oige Brenz- - | | 
a siure | | 
traubensiurelésung | | | 
4 ccm 10°/oige Trauben- | | | 
zuckerlésung 1°/o Traubenzucker | | 
TBr, 04 ecm 1°%oige Brenz- | 0,01°/o Brenztrau- | 17,0 | 50,6 | 70,8 | 116,0 
traubensiiurelésung benséiure | | 
3.6 cem Wasser 
TBr—Br Absolute CO,-Werte fiir Traubenzucker bei 14.6 | 81,2 | 105,4 | 159,6 
gemeinsamer Vergéirung mil Brenztrauben- (# 36, 4) (+ 0), si dai 
siiure. Die in Klammer befindlichen Zahlen |——— - ser arene view 
zeigen das Mehr an CO,-Bildung gegentiber | 13,8 | 53,8 | 77,8 | 118,0 


TBr,—Br, 


Beobachtungen 





der Einzelvergirung von Traubenzucker. 











(+0,8) (+ 9,0) (+12,4) (+88 


Dieses Ergebnis steht im gewissen Widerspruch zu den 


von Neuberg 


und 


Rosenthal. 


Allerdings 


handelt es sich mehr um quantitative als um qualitative Unter- 


schiede. 


Immerhin sind weitere genauere Versuche bei ver- 


schiedenen Temperaturen und Konzentrationen wiinschenswert, 














a 
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um Fragen, wie die Girungsgeschwindigkeit der Brenztrauben- 
siure zu entscheiden. 

Es sei im Zusammenhang damit auch gleich die aus den 
weiter unten beschriebenen Versuchen (Tabelle XI u. XII) ent- 
nommenen auf Brenztraubensiuregiirung beziiglichen Zahlen 
tabellarisch zusammengestellt und besprochen. 


Tabelle VI. 












Zusatz zu Versuch vom 24./2.14 | Versuch vom 27./2.14 
40 ccm Hefesaft mg CO, nach mg CO, nach 
4 » Wasser ) ) 
0,4 » Toluol 1 Stunde | 4Stunden | 1 Stunde | 4 Stunden 
9/y j OS | | 
Some Whig omg Fee | tee 230 | 406 
von brenztraubensaur. Na 
, 0 bd 7 
4 ccm 10°%0ige Liésung 42.9 84.8 36.8 | 88,0 
von Traubenzucker | 
ee 
2 com TO" /eige Lonung | song 145,4 88.6 | 120,0 
von Brenztraubensdure . | 











Diese Versuche welche zu verschiedenen Zeiten und mit 
Saft aus Trockenhefen verschiedener Sendungen bei 28° an- 
gestellt wurden, zeigen tibereinstimmend bereits nach 4 Stunden 
bei freier Brenztraubensiiure fast dieselbe hohe CO,-Entwick- 
lung (120 resp. 145 mg) wie sie bei Zimmertemperatur nach 
24 Stunden erreicht wurde. 

Fiir die Beurteilung der Girfahigkeit der freien Brenz- 
traubensiiure aber besonders wichtig und lehrreich ist der 
Vergleich mit den CO,-Werten derselben Versuche, welche 
sich aus der Vergiirung der gleichen Mengen brenztrauben- 
sauren Natriums und Traubenzuckers ergeben haben. Diese 
vergleichenden Zahlen zeigen, daf unter den gewahlten Ver- 
suchsbedingungen Brenztraubensiiure mit Macerationssaft nicht 
nur stirker vergiirt wie Traubenzucker, was oben schon ge- 
zeigt wurde, sondern entgegen friiheren Erfahrungen anderer 
Autoren mit lebender Hefe auch um ein mehrfaches stirker 
als brenztraubensaures Na. 
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Aus den mitgeteilten Beobachtungen diirfte einwandfrei 
hervorgehen, dafi die von Neuberg, Harden, sowie Palla- 
din angenommene Enzymschddigung durch freie Brenztrauben- 
séure nicht wohl mdglich ist. 

Fiir die Versuche mit lebender Hefe wird wohl der zweite 
der von Neuberg und Karczag fir die Giirungsst6rung durch 
Antiseptika gegebenen Erklirungsversuche zutreffen und an 
eine physikalisch-chemische Zustandsinderung der Hefezelle 
zu denken sein, bei welcher es sich wohl um eine Permeabi- 
litiitsstOrung handeln diirfte. 

Fiir das rasche Abflauen der Reaktion bei den Versuchen 
von Neuberg und Rosenthal mit Macerationssaft muh da- 
gegegen nach einer anderen Erklirung gesucht werden. Viel- 
leicht war die relativ hohe Versuchtemperatur (37°) nicht ganz 
ohne Einflu{S auf den Ablauf der Reaktion, obwohl gerade 
Neuberg und Rosenthal auf die hohe Hitzebestiindigkeit der 
Carboxylase hingewiesen haben. 

Von besonderem Interesse diirfte das Ergebnis der Ver- 
suche der Tabelle 1V und V auch in Bezug auf die Frage der 
Girungsbeschleunigung durch freie Brenztraubensadure sein. 

Nachdem es sich gezeigt hatte, daB im Macerationssaft 
freie Brenztraubensiiure kein Fermentgift ist, war die Frage 
noch offen, ob die freie Siure auch ebenso stimulierend auf 
die Traubenzuckergiirung wirken wiirde wie ihre Salze. Dies 
umsomehr, als bisherige Beobachtungen!) bei anorganischen 
wie organischen Siiuren in den entsprechenden Konzentrationen 
eher eine Giirungshemmung erwarten lieben. 

Aber es zeigte sich schon beim ersten Versuche, dab 
Brenztraubenséiure nach anfanglicher Hemmung, wenn man 
das Zuriickbleiben der gemeinsamen Vergirung gegen die 
Summe der Einzelgirungen als solche bezeichnen will, eine 
Stimulierung der Traubenzuckervergarung herbeifiihrte, welche 
zwar nicht so betrachtlich war wie bei den Versuchen mit 
brenztraubensauren Salzen, aber immerhin nach 6 Stunden 


!) F, Johannessohn, Biochem. Zeitschr. Bd. 47, S. 97 (1912). M. 
Rosenblatt und Frau, Bull. Soc. Chim. d. France [4] Bd. 13, S. 924 
(1913), Chem. Zentralbl. 1913 Bd. Il, S. 1765. 
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etwa 50°/o betrug, wie aus dem Vergleich der Werte T und 
der Differenzwerte TBr—Br hervorgeht. 

Im Gegensatz zu den Versuchen mit brenztraubensaurem 
Na scheint hier das Aktivierungsoptimum bei Zusatz von 1°/o 
Siiure zu liegen, da ein Zusatz von 1°/oo Siéiure nur unbe- 
deutende, von 0,1°/oo tiberhaupt keine Beschleunigung zeigte. 

Noch deutlicher ist das Ergebnis des zweiten Versuches: 

Bei Zusatz von 1°/o Séure nach 4 Stunden eine Be- 
schleunigung von ca. 80°/o, nach 6 Stunden eine solche von 
ca. 60°/o und nach 24!/2 Stunden immer noch eine Beschleu- 
nigung von beinahe 50°/o! Die in den ersten Stunden tiberaus 
stiirmische CO,-Entwicklung war nach dieser Zeit immer noch 
nicht beendigt. 

Auch der Zusatz von nur 1°/oo Brenztraubenséure ergab 
bei diesem Versuche eine, wenn auch kleinere, so doch immer- 
hin deutliche Giarungsbeschleunigung. 

Ubereinstimmend zeigen also die Versuche, dafi freie 
Brenztraubensiiure, ebenso wie ihre Salze die Traubenzucker- 
giirung mit Hefemacerationssaft beschleunigt. Diese Beschleu- 
nigung ist bei der Siure offenbar von einer anderen Groéfen- 
ordnung als bei ihren Salzen, auch scheint fiir eine optimale 
Wirkung der freien Siure eine hdhere H-Ionenkonzentration 
notwendig, wodurch gerade die beschleunigende Wirkung umso 
iiberraschender erscheinen diirfte. 

Die Versuchsergebnisse mit Brenztraubensiure und ihren 
Salzen mahnen auch dazu, alle bisherigen Angaben tiber Kohlen- 
siurebildung aus Brenztraubensaure in Gegenwart von Kohlen- 
hydraten mit Vorsicht aufzunehmen. Was als reine Carboxylase- 
wirkung betrachtet wurde, kann, zum mindesten teilweise, 
vielleicht auch auf Stimulierung einer Kohlenhydratvergirung 
zuruckgefiihrt werden. 


If. 


Das Ergebnis der Versuche mit Brenztraubenséure und 
ihren Salzen legte die Frage nahe, ob die beobachtete be- 
schleunigende Wirkung ausschlieBlich der Brenztraubensiure 
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zuzuschreiben sei, oder nicht vielmehr dem durch Carboxylase- 
wirkung aus Brenztraubensaure sich bildenden Acetaldehyd. 

Acetaldehyd entsteht wohl ohnedies bei jeder Girung 
und ist auch tatsiéchlich, wenn auch nur in relativ kleinen 
Mengen, in jedem Girgute vorhanden. 

Nun hat bereits v. Lebedew') Versuche ausgefiihrt, um 
zu sehen wie sich Acetaldehyd verhilt, wenn er sich im gir- 
wirksamen Safte mit Zucker befindet. Aus dem Ergebnis der 
vorliegenden zwei Versuche, welche mit Saccharose angestellt 
wurden, schlof der Verfasser, dai im Gegensatz zu lebender 
Hefe, fiir die Acetaldehyd bekanntlich ein Gift ist, Hefemace- 
rationssaft den Aldehyd gut vertrigt. Die Gesamtmenge der 
aus Zucker gebildeten Kohlensiure war am Ende des Versuchs 
mit und ohne Zusatz von Aldehyd dieselbe; in den ersten 
Stunden war eine deutliche Hemmung der CO,-Entwicklung 
bei Aldehydzusatz zu beobachten. 

Bei iihnlichen Versuchen konnten Kostytschew und 
Hiibbenet?) feststellen, daB die Zunahme der Alkoholproduktion 
von einer Steigerung der CO,-Abscheidung nicht begleitet war, 
mit anderen Worten, daB die von ihnen gefundene Mehrpro- 
duktion von Alkohol aus dem Acetaldehyd stammte und nicht 
aus einer durch diesen erhéhten Vergirung des angewandten 
Traubenzuckers. 

Ferner liegen tiber die Einwirkung des Acetaldehyds auf 
die Giirung einige Beobachtungen von Euler und Sahlén) 
vor. Diese Autoren fanden, dafB Acetaldehyd zu einer mit 
lebender Hefe giirenden Rohrzuckerlésung zugesetzt auf die 
Girung hemmend einwirke, bei einer optimalen Konzentration 
von etwa 0,05°/c aber voriibergehend reize und dann in eine 
Hemmung tbergehe. 

Aber wir haben oben bei der Besprechung der Versuche 
von Palladin, Gromoff und Monteverde bereits gesehen, 
dal} Rohrzucker- und Traubenzuckervergirung verschieden ver- 


') vy. Lebedew, Berichte Bd. 45, S. 3263, 1912. 

*) Kostytschew und Hiibbenet, Diese Zeitschr. Bd.79,S.372, 1912. 

*) Euler, Hans und Sahlén, Jacob, Zeitschr. f. Garungsphy- 
sidlogie Bd. II, S. 225, 1913. 
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laufen kjnnen, ebenso haben die bisherigen Versuche erst recht 
deutlich gezeigt, daB der Zusatz von Substanzen bei Girung 
mit lebender Hefe und bei zellfreier Girung ganz wesentlich 
verschiedene Ergebnisse zeigen kann. 

Hier sei auch daran erinnert, da} Hexosephosphat, welches 
so leicht von Hefesaft und Trockenhefe angegriffen wird, von 
lebender Hefe nicht vergoren wird. 

Es schien deshalb sehr wohl angebracht, die Acetaldehyd- 
Zusatz-Versuche mit Traubenzucker und Hefemacerationssaft 
zu wiederholen. 

Die Versuche wurden mit sehr kleinen Zusitzen angesetzt, 
um nach MOglichkeit eine Fermentschiidigung auszuschliefen. 
Uberdies war ja auch bei den Versuchen mit Brenztrauben- 
siiure anzunehmen, daf der hierbei jeweils entstehende Aldehyd 
zu seinem groften Teile weiter zu Alkohol reduziert wird, wie 
dies ja auch die Versuche von Neuberg und Kerb gezeigt 
haben, so dafi es niemals zu einer Anreicherung groferer Al- 
dehydmengen kommen dirfte. 

Das Ergebnis von zwei Versuchen sei tabellarisch wieder- 
gegeben (siehe umstehende Tabellen). 

Der erste Versuch (VII) zeigt nun tatsiichlich eine deut- 
liche Stimulierung der Angirung durch Acetaldehyd, die am 
groften ist bei einem Zusatz von 1:200000, bei welchem sie 
nach 1 Stunde rund 250°/o betrigt. Nicht viel kleiner ist diese 
Beschleunigung bei einem Zusatz von 1:400000. Nach 6 Stunden 
betragt die Beschleunigung immer noch iiber 20°/o, nach 24 
Stunden etwa 10°/o. 

Bemerkenswert bei diesem Versuch ist die schlechte 
Giarkraft des verwandten Hefesaftes (0,0426 nach 24 St.). 

Nicht so deutlich ist das Ergebnis bei dem zweiten Ver- 
suche (Tabelle Vill). Die geringere Beschleunigung ist vielleicht 
auf den hoheren Gehalt der girenden Fliissigkeit an zugesetztem 
Aldehyd zuriickzufiihren, welcher bei diesem Versuch 1: 10000 
resp. 1:100000 betrug. Auffallend ist gegeniiber dem vorher- 
gehenden Versuche, dafi der Zusatz 1:10000 besser wirkte 
wie derjenige von 1:100000, was sich besonders deutlich bei 
der Selbstgérung zeigte, welche durch den kleineren Zusatz 
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Tabelle VII. 


(Versuch vom 29./1. 14.) 
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Bezeich- z Zugesetzter Aldehyd 0 
nung AMER 50 in Prozenten des mg GO, nach 
der 4) com Hefesaft + 0,4 Tol. unverdiinnten | | | 
Ansiitze Saftes 1 Std. | 4 Std. 6 Std. |24 Std. 
| | 
B & ccm Wasser aire 0 | 0 0 | 2,4 
(Selbstgarung) | | 
4 cem 10°/oige Trauben- | | 
T zuckerlésung oo 4,8 | 47,6 | 58,8 | 103,2 
4 ccm Wasser | | 
4 ccm 10°%/oige Trauben- | | 
: ol | 
TA zuckerlosung 0,05 °/o 122! 572 70.6 | 113.8 
4ccem 0,5°/oigen Aldehyd- (1 : 2000) | | . 
losung | 
4 ccm 10°/oige Trauben- | | 
zuckerlésung 0,005 Jo | | | 
TA, 0.4ccem 0,5°/oige Aldehyd- (1 : 20000) 8.6 | 48,6 | 60,0 | 97,8 
losung | 
3.6 ccm Wasser | 
4 ecm 10% oige Trauben- | | | 
7 zuckerlésung 0,0005 0 — | : 
PA,  J0,4ecm 0,05°/oige Aldehyd- (1 : 200000) 17,2 | 56,6 | 71,0 | 112.8 
losung 
3.6 ccm Wasser | 
4 com 10°%oige Trauben- | 
ee | 
- PAUL ke rlésung 0.00025 °/o . i | A | 
[A,  0,2cem 0,05°/oige Aldehyd- (1: 400000) 16,2 51,9 | 66,6 , 106,2 


losung 





3.8 cem Wasser 














| 


} 
| 





nicht beeinfluBt wurde, wihrend der gréfere eine Vermehrung 
der ausgeschiedenen CO, um tiber 100°/o ergab. 

Auch bei diesem Versuche zeigte der angewandte Hefe- 
saft eine sehr miBige Angiirung (0,0914 nach 24 St.). 

Als unzweifelhaftes Ergebnis der beiden mitgeteilten Ver- 
suche kann man feststellen, daB auch dem Acetaldehyd in 
entsprechender Verdiinnung eine beschleunigende Wirkung bei 
der alkoholischen Girung des Traubenzuckers mit Macerations- 
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Tabelle VIII. 
(Versuch vom 6./2. 14.) 
Bezeich- : Zugesetzter Aldehyd on 
a = ( at 
wane Zusatz zu ‘ee Moaneiebeiin dia mg CO, nach 
der 40 ccm Hefesaft + 0,4 Tol. unverdiinnten | 
Ansiitze Saftes 1 Std. 4Std. 6 Std. 24 Stde 
B 8 ccm Wasser — 2.4 3.0 3,6 5.2 
7,6 com Wasser 0.001 %s 
! 4 eC oo ige ' 2 ( 2.4 30 d,0 
BA 0.4 cem 0, Joige (1 : 100000) 2.0 2.4 5. , 
Aldehydlésung . 
peeve 0,01 Jo - ” | — 
BA, 4 ccm 4 /o12¢ (1 : 10.000) o, ), 4 4,” } 
Aldehydliésung 
4 ccm Wasser 
= 4 cem 10°), ige Trauben- — 21,2 | 55,0 | 70,0 | 107,2 
zuckerlOsung 
3,6 ccm Wasser 
. Oi can ‘Pes ae 
- 4 ccm a lrauben 0.0010 _ on " 
PA ZUuC erlésung (1 : 100000) 23,0 | 57,4 | 72, 111.4 
0,4ccem 0,1 °/oige Aldehyd- 
losung 
4 ccm 10°%oige Trauben- 
an ee 0) 
TA, zuckerlésung 0,01 °/o 26.6. 60,6 768 1080 
4ccem 0,1°ige Aldehyd- (1 : 10000) 
losung 
saft zukommt. Bei der gegentiber der Brenztraubensiiure und 
ihren Salzen schwacheren Wirkung des Acetaldehyds jedoch 
kann ein Zusammenhang mit der Beschleunigung durch Brenz- 
traubensdure nicht sicher behauptet werden, wenn auch ein 
solcher nicht ausgeschlossen ist, da ja die EKinwirkung in statu 
i nascendi eine andere sein kann, als bei Zusatz fertiger Substanz. 


IV. 


Die auffallend grofe Giérungsbeschleunigung, welche mit 
Brenztraubensiure resp. ihrem Na-Salze bei Traubenzucker- 
garung erzielt werden konnte, lief es auch wiinschenswert 
erscheinen, zu untersuchen, ob durch Brenztraubenséure auch 
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die Gérung anderer Substanzen aktiviert werden kann, nament- 
lich solcher Substanzen, welche bisher als schlecht oder als 
garnicht vergirbar galten. 

Ich habe nun zuniichst drei Substanzen herausgegriffen, 
deren Vergirbarkeit wegen ihrer Rolle beim Zuckerabbau im 
Mittelpunkte des Interesses steht, das Dioxyaceton und den 
Glycerinaldehyd, auferdem diejenige Substanz, welche den Aus- 
gangspunkt der ganzen vorliegenden Untersuchungen _bildet, 
die Milchsiiure. 

Vom Dioxyaceton wissen wir durch die Arbeiten von 
Buchner und Meisenheimer,') daf es relativ leicht vergar- 
bar ist. Durch einen Zusatz von Kochsaft zum Prefsaft wird 
die Giirung ganz wesentlich begiinstigt. 

Nun ist aber die Angérung des Dioxyacetons eine recht 
langsame. Es interessierte deshalb besonders, ob nicht vielleicht 
neben der Begiinstigung der Giirung tiberhaupt vor allem die 
Angiirung des Dioxyacetons durch Brenztraubensiiure beschleu- 
nigt wiirde. 

Dasselbe gilt ganz besonders auch fiir Glycerinaldehyd, 
welchen Buchner und Meisenheimer auch bei Kochsaft- 
Zusatz nur in beschriinktem Mabe vergiren konnten. Ebenso 
mubten Lebedew und Griatznoff?) aus ihren Versuchen den 
Schlu} ziehen, dab Glycerinaldehyd bedeutend schwicher, zum 
mindesten langsamer vergoren wird als Saccharose. 

Die Ergebnisse von zwei Versuchen sind in den Tabellen 
IX und X zusammengestellt (siehe umstehende Tabellen). 

Beide Versuche zeigen nun tatsachlich bei Dioxyaceton 
eine Beschleunigung der Angiirung, wenn dieselbe auch nicht 
von dem erwarteten Umfange war. Bemerkenswert ist, dab 
die CO,-Werte fiir Dioxyaceton nach 24 Stunden fast dieselben 
waren wie fiir Traubenzucker. Es ist dies eine Bestatigung 
der Angaben von Buchner und Meisenheimer, wonach Dio- 
xyaceton ebenso gut, wenn auch langsamer vergarbar ist wie 
Traubenzucker. Gleichzeitig ist es eine wiederholte Wider- 


') Buchner u. Meisenheimer, Berichte Bd. 43, S. 1778, 1910. 
Buchner u. Meisenheimer, Berichte Bd. 45, S. 1633, 1912. 
?) y. Lebedew u. Griatznoff, Bericht Bd. 45, S. 3256, 1912. 
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Tabelle IX. 


(Versuch vom 9./1. 14.) 




















Bezeich- Zugesetzte Substanz CO 
nung Zusatz zu in Prozenten des ee 
der | 40 ccm Hefesaft +0,4 Tol.]| Unverdiinnten 
Ansiitze Saftes 1 Std. 5 Std.|7 Std. 24 Std. 
B 4 ccm Wasser _ 0 | 10 1,4 32 
36 ia Sn ; 
3,6 re W rig 0,1 °/o brenztrauben- 
Br 0,4 ccm 10°/oige Lésung v. seni, ti 18 | 40 +0 $2 
7 ‘ oC Ss I ° 
brenztraubens. Na. 
3,6 ccm Wasser - 
G 0.4 ¢ Glycerinaldehyd 1°/oGlycerinaldehyd| 2,0 | 5,2 6,4 | 19,2 
* g Glycerinaidehy | 
29 a r ave) 
Pe aA he set |i tiolycerinaldehyd 
4 9 Tce ¢ nV ' ¢ 
GBr Pee g a es 0,1°/obrenztrauben-| 4,6 98 10,2 , 19,8 
4 ecm joige Lésung v. 
: saures Na. | 
brenztraubensaur. Na. 
3,6 ccm Wasser ; | , 
D : 1°/o Dioxyaceton 3,4 | 380 | 61,8  105,4 
0,4 g Dioxyaceton | | 
a ia ¢ ane T — . ~~ SS oe oe et 
— os M ae 1°70 Dioxyaceton 
oy rvace ‘ | — , Pe 
DBr Rywting eee — 0,1°/obrenztrauben-| 6,4 46,6 83,0 135.8 
0,4 ccm 10° ige Lésung cuinen: i. 
v. brenztraubensaur. Na. 

















legung von Slator, welcher Dioxyaceton fiir nicht vergiirbar 
erklirte. 

Weniger giinstig war das Ergebnis bei Glycerinaldehyd. 
Zwar kann namentlich bei den Versuchen der Tabelle X die 
CO, aus der zugesetzten Brenztraubensiiure vernachiiissigt 
werden, die theoretisch maximal nur 2 mg betragt, in Wirk- 
lichkeit natiirlich noch unter diesem Werte liegt. Aber trotz- 
dem ist die Beschleunigung der Glycerinaldehydvergirung bei 
den vorliegenden Versuchen eine derart geringe, daB dieselbe 
fir das Problem der Vergirbarkeit des Glycerinaldehyds nicht 
viel besagt. 

Auch Versuche mit Zusatz freier Brenztraubensdure hatten 
kein anderes Ergebnis, wohl aus dem Grunde, weil an und 
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Tabelle X. 


(Versuch vom 20./1,. 14.) 














Bezeich- ais Zugesetzte Substanz] + CO h 
Lusatz zv s CO. 
nung _— , in Prozenten des a oy. 
der | 40 ccm Hefesaft + 0,4 Tol. | wnverdiinnten | 
Ansiitze Saftes 1 Std. | 6 Std. |24 Std. 
na 
B 4 ccm Wasser —— 0 | 6,6 | 15,6 
3,6 ccm Wasser ee er ee | | L 
Br 0,4 ccm 1°/oige Loésung caalidii Na 0 | 8,2 | 16,4 
von brenztraubens. Na 
i 10°/oi | Traul ; 
mn" ’ Con 01ge ¢: Ne | | my > 7 
| a | Bs Faaben= 11% Traubenzucker] 22,4 | 77,4  128,4 
zuckerlisung 
4 ccm 10°%/oige Trauben- a a | 
/( d , 
TBr = ie 0.01°jo brenz- 48,8 | 95,6, 143.8 
A Ce ( re LOs t 
ye CCM jo 1ge ee traubensaur. Na 
von brenztraubens. Na 
3 6 A F: sser ° > 
G ” _— m eet 1°%o Glycerinaldehyd| O | 86 = 18,0 
0,4 ¢ Glycerinaldehyd 
29 ¢ caine | H 
0 spe — 1°70 Glycerinaldehyd | | i 
: 4 of rcerinié 2h VC wa 
GBr Py weet eren ren 0,01 °/o brenz- 08 | 10,4 19,2 
0,4 ecm 1°%/oige Lésung ; 
. traubensaur. Na 
von brenztraubens. Na 
3,6 ce asser , " 
D - — Wasser 1°/o Dioxyaceton 04 | 542 | 122.2 
0.4 g Dioxyaceton | 
2D ao on | 
— og Wasser 1°/o Dioxyaceton | 
DBr ial eS no wi 0,01°/o brenz- 14 | 69,4 138,2 
4 ’ o1lge LOS t | 
er (eae ane traubensaur. Na 
von brenztraubens. Na " 
fiir sich sehon Glycerinaldehyd ein Plasmagift ist, wie auch 
Lebedew und Griatznoff festgestellt haben, und durch Zu- ha 
* y] 


satz der freien Siiure die ausflockende Wirkung des Glycerin- 
aldehyds sicher noch verstirkt wird. 


Allerdings beobachtete 


ich mit Brenztraubensiiure allein nie eine Ausflockung in dem 
Mae wie sie Neuberg und Rosenthal (I. c. 8. 136) erzielt 
zu haben scheinen, sondern lediglich eine mehr oder weniger 
starke milchige Triibung des Ansatzes. 
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Weitere Versuche mit verdnderter Versuchsanordnung 

werden vielleicht zu einem giinstigeren Resultat fiihren. 
V. 

Die oben erwiihnten friiheren Versuche hatten gezeigt, 
daB bei Vergiirung von brenztraubensaurem Natrium vorge- 
bildete Milchsiiure teilweise verschwindet. Hierbei war eine 
Vergiirung von Milchsaéure wahrscheinlich gemacht, jedoch nicht 
einwandfrei erwiesen. Dieser Beweis diirfte jedoch ziemlich 
sicher erbracht sein, wenn es gelang, bei gemeinsamer Ver- 
giirung von zugesetzter Milchsiure mit Brenztraubensiure resp. 
ihrem Na-Salze eine CQ,-Bildung zu erzielen, die eine Stimu- 
lierung der vorher wegen ihrer Kleinheit nicht, oder kaum 
merkbaren Milchséiurevergiirung ergab. 

Die Versuche, welche in den beiden Tabellen XI und XII 
zusammengesiellt sind, zeigen nun unzweideutig, daf in der Tat 
bei Zusatz von 1°/o Brenztraubensiure zu Hefesaft mit zuge- 
setztem 1°/o Milchsiiure in Form des Na-Salzes eine deutliche 
CO,-Mehrbildung vorhanden ist, welche wohl nur auf die Ver- 
girung der Milchséure zurtickgefiihrt werden kann. 

Bei dem einen Versuche (Tabelle XI) ergab sich bei 
Zusatz von Brenztraubensiiure bereits nach 1 Stunde ein ab- 
soluter CO,-Wert (erhalten durch die Differenz der gemein- 
samen Vergiirung und der Einzelvergiirung von Brenztrauben- 
siure) von 26,8 mg. Bei 5 mg fiir Milchsiiure allein wiire dies 
eine Beschleunigung von tiber 400°/o. Da der durchaus zu- 
lissige Vergleich mit dem Parallelversuche (Tabelle XII) zeigt, 
dafi auch diese 5 mg mit béchster Wahrscheinlichkeit nur von 
Selbstgiirung herriihren, so ergibt sich aus dem Versuche eine 
erhebliche Stimulierung einer vorher iiberhaupt nicht erkenn- 
baren Milchsiiurevergérung durch freie Brenztraubensiiure. 

EKinen etwas kleineren, aber durch den Vergleich mit der 
Selbstgiirung besonders deutlichen Wert fiir die Milchséure- 
vergarung gibt der bereits erwahnte zweite Versuch (Tabelle XII): 
auch nach 4 Stunden noch keine CO,-Bildung aus Milchsiure 
allein. Bei Zusatz freier Brenztraubensiiure-Werte, die nach 
1 Stunde 15,6 mg, nach 4 Stunden noch 11,8 mg hoher sind, 
als die leeren Brenztraubensiiure-Werte. 
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Tabelle XI. 


(Versuch vom 


Temp. 


23./2. 14.) 


28°. . 















































Bezeich- Zugesetzte Substanz C ; 
nung Zusatz zu in Prozenten des |'™® ‘O, nach 
der | 40 ccm Hefesaft + 0,4 Tol.} Unverdiinnten | 

Ansiitze Saftes 1 Std.|4 Std 

+ ccm Wasser 1 °/o brenztraubens 
Br 4 ccm brenztraubensaur. ° N : “ | 24,4 | 39,6 
____ Na. 10°%/oig : 
* 4 cem Wasser 1°/o Brenztrauben- | 
Br, 4 ccm Brenztraubensaéure ° “ 101,0 | 145,4 
10 jo ig siure 
~—£ cem Wasser 
M 4 ccm milchsaures Na [|1°/o milchsaures Na] 5,0 9,0 
— 10°%oig a ae wee oe 
4 ccm Wasser | 
T 4 ccm Traubenzucker |1°/o Traubenzucker | 42,2 | 84,8 
4 ee | 
, tIiehe | 
il oo me 1°/o milchsaures Na | 
MBr sais Re te 1°/o brenztraubens. | 24,2 | 43,6 
10 Jo ig Na | 
+ com oe Na 1°/o milchsaures Na | 
MBr, _ th a 1 °/o Brenztrauben- 127,8 | 152,6 
10 ig siure 
* com heal 1°/o Traubenzucker | 
TBr P 018 1°/o brenztrauben- | $5.2 | 144,2 
4 ccm brenztraubens. Na N | 
10 %y ig saur. Na | 
oe ee 1° Traubenzucker | 
TBr, anes Diacinimees ieiaiiiains 1°/o Brenztrauben- | 131,4 | 278,8 
| 10 09 ig ; saure 

wanetiat Absolute CO,-Werte fiir Milchsadure resp. OF | 4,0 

Traubenzucker bei gemeinsamer Vergiarung 26,8 | 72 

a (+ 21,8) (— 1,8 

MBr,-Br, mit Brenztraubensaure resp. dessen Na-salz. resp. | resp 
; Die in Klammer befindlichen Zahlen zeigen | 26.8) | + 7,2) 

TBr-Br das Mehr (resp. Weniger) an CO,-Bildung | 60,8 | 104,6— 

|] gegeniiber der Einzelvergaérung von Milch- |(+18,6)(+19,8) 

TBr.-Br siure resp. Traubenzucker. 30,4 | 133,4 

Ts (—11,8) (+48,6) 
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Tabelle XII. 
(Versuch vom 26./2. 14.) 
Temp. 28°. 












































Bezeich- a" Zugesetzte Substanz . 
nung satateailiin in Prozenten des | ™& C02 nach 
der [40 ccm Hefesaft + 0,4 Tol.] Uunverdiinnten ) 
Ansitze Saftes 1 Std. | 4 Std. 
B 8 ccm Wasser igs 5,8 | 9,8 
(Selbstgérung) | 
re be cence aE [12h brenstraaben- | apy | 
Br 4 ecm brenztraubens. Na ie N . 23,0 | 40.6 
10 Jo ig Ssaures Na | 
— 4 cem Wasser . a 
Br, 4 ccm Brenztraubensaure | 1/° Brenztrauben- 88,6 | 120.0 
10 %joig siure 
4 ccm Wasser a | 
M 4 ccm milchsaures Na |1°/o milchsaures Na} 5,8 | 8,0 
10°%oig 
7 4 ccm Wasser 
¥ 4 ccm Traubenzucker |1°/o Traubenzucker | 36,8 | 88,0 
10 Oy ig 
4 ccm oo Na 1°/o milchsaures Na 
Me fe com stl i. SO Na 1°/o brenztrauben- | 25.0 | 42,4 
10 jo ig tien saures Na 
| 4ccm milchsaures Na |1°/o milchsaures Na | 
MBr, |4ccm Brenztraubensaure |1°/o Brenztrauben- | 104,2 | 131,8 
10 9/0 ig siiure 
one ts laa 1°/o Traubenzucker | 
TBr — acc ioe Na 1°jo brenztrauben-}| 80,2 144,6 
10 fo ig esti saures Na 
eee ee Eg rconte aa  igalamaemalaaam : i 
dies ae 1°%o Traubenzucker | 
TBr, _—— ied. a 1°/o Brenztrauben- | 117,4 | 257,6 
10 Jo ig siure 
\-B Absoluter CO,-Wert fiir Milchséure nach o | o 
; Abzug der Selbstgarung | 
a rate i. + -_ 20 | 18 
| a (+ 2,0) 4 1,8) 
15,6 | 11,8 
MBr,-Br, . ‘ ' . . (+ 15,6) (+11,8) 
OR Eliana 57,2 | 104,0 
a (+ 20,4) (+ 16,0) 
28,8 | 137,6 
<ne me, (— 8,0) (+ 49,6) 
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Eine Aktivierung durch brenztraubensaures Natron war 
demgegentiber nur andeutungsweise festzustellen. 

Auch die zum Vergleiche gleichzeitig mit dem Milch- 
siiureversuche angesetzten Versuche mit Traubensucker unter 
absolut denselben Bedingungen hatten ein iihnliches Ergebnis. 
Nach 4 Stunden bei freier Séiure eine Beschleunigung von je- 
weils 50°/o, bei dem Parallelversuche mit dem Na-Salze nur 
eine solche von etwa 20 °/o. 

Die auf den beiden Tabellen vergleichsweise nochmals 
aufgefiihrten CO,-Werte der Einzelvergérung sind schon friiher 
besprochen worden (vgl. Tabelle VI). 

Wenn auch tiber den Weg des Abbaus der Milchsiiure 
auf diese Weise noch nichts gesagt werden kann, so scheint 
doch eines gesichert: Milchsiiure ist entgegen der bisherigen 
Annahme, besonders von Buchner und Meisenheimer, ver- 
girbar, und diese Girung wird ganz im Sinne der friiher') 
ausgesprochenen Vorstellung durch Brenztraubensiure stimuliert. 


Zusammenfassung. 


I, Die Traubenzuckervergiirung durch Hefemacerations- 
saft wird sowohl bei Zimmertemperatur wie bei 28° durch 
Zusatz von Brenztraubensiiure in Form ihres Alkalisalzes im 
hohen Mabe beschleunigt. Die Beschleunigung der Angiirung 
betriigt je nach der Girkraft des angewandten Saftes bis zu 
mehreren hundert Prozent, der optimale Zusatz ist etwa 1°/00 
der Substanz, berechnet auf unverdiinnten Hefesaft, welcher 
durch die Lésungsmittel noch um 10—20°/o verdiinnt wird. 

Il. Freie Brenztraubensiiure zeigt nach anfanglicher Hem- 
mung unter denselben Versuchsbedingungen ebenfalls eine Be- 
schleunigung der Traubenzuckervergiirung bis zu etwa 50°/o. 
Das Optimum des Zusatzes liegt bei etwa 1°/o der Substanz 
im obigen Sinne. 

Im Gegensatz zu friiheren Beobachtungen anderer Autoren 
vor allem bei lebender Hefe ist die freie Brenztraubensiure 
mit Hefemacerationssaft nicht nur leicht vergiirbar, sondern 


') Max Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 89. S. 60 (1914). 
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die CO,-Entwicklung ist auch lange anhaltend und iibertrifft 
diejenige aus gleichen Mengen brenztraubensaurem Salz und 
Traubenzucker. 

Die festgestellten Tatsachen lassen auch cine Enzym- 
schidigung durch freie Brenztraubensiiure unwahrscheinlich 
erscheinen, 

Il]. Die Stimulierung der Traubenzuckervergirung wird, 
wenn auch im wesentlich geringerem Male, ebenfalls erzielt 
durch dem Hefesaft zugesetzten Acetaldehyd, optimal bei einem 
Zusatze von etwa 1: 200000. Da sich bei der Brenztrauben- 
siurevergirung durch Carboxylase Acetaldehyd bildet, ist es 
nicht ausgeschlossen, dai dieser in statu nascendi katalytisch 
auf die Gérung wirkt, durch die bisherigen Versuche ist dieser 
Zusammenhang jedoch nicht absolut sicher gestellt. 

IV. Ebenso wie die Traubenzuckervergiirung wird auch 
die Dioxyacetonvergarung durch brenztraubensaures Alkali be- 
schleunigt, allerdings in geringerem Umfange. 

Eine mehr als angedeutete Beschleunigung der Glycerinal- 
dehydvergiirung konnte bei den vorliegenden Versuchen nicht 
beobachtet werden. 

V. Ganz im Sinne friiher entwickelter Anschauungen 
konnte festgestelit werden, dafi Brenztraubensiure und ihre 
Salze eine Stimulierung der Vergairung von Milchsiure durch 
Hefemacerationssaft herbeifiihren, welche ohne diesen Zusatz 
nicht nachweisbar ist. 














Uber die Bildung von Milchsaure bei der alkoholischen Garung. 
I]. Mitteilung. 


Entgegnung an die Herren Neuberg und Kerb. 
Von 


Max Oppenheimer. 





(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Oktober 1914.) 


In einem der letzten Hefte der Biochemischen Zeitschrift 
beschiftigen sich Neuberg und Kerb’) ausfiihrlich mit meinen 
beiden Mitteilungen iiber die Bildung von Milchsiéure resp. 
Glycerin bei der alkoholischen Garung,?) um, wie die Autoren 
sagen, <einer undeutlichen Darstellung experimenteller Ergeb- 
nisse entgegenzutreten. » 

Diese angebliche Undeutlichkeit scheinen mir aber die 
Verfasser erst in meine Arbeit hineingetragen zu haben, wie 
aus ibren zahlreichen Mifbverstandnissen hervorgeht, die ich 
im folgenden richtig stellen méchte. 

1. Ich habe an keiner Stelle meiner Arbeit behauptet, 
dali Hefemazerationssaft immer bakterienfrei sei. Eine der- 
artige Behauptung ware bei der auch mir sehr wohl bekannten 
Gewinnungsweise der kiiuflichen Trockenhefe auch zu toricht 
gewesen. Das gerade Gegenteil der mir supponierten An- 
schauung geht aus meiner Angabe (lI. c. 5. 53) hervor, da’ 
von jeweils gebildeten Bakterienkolonien abgeimpft wurde! 
Nicht auf Bakterien iiberhaupt, sondern ganz speziell auf 
Milchsiurebildner war bei meinen Untersuchungen zu 
priifen und wurde auch einwandfrei geprift. Dies schien mir 
zweckmiibiger, als die «genaueren» Untersuchungen, welche 
Neuberg und Kerb mitteilen (I. c. S. 493). 


!) Neuberg und Kerb, Biochem. Ztschr., Bd. 62, S. 489, 1914. 
?) Max Oppenheimer, Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 45 u. 63, 1914. 
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Das von Neuberg und Kerb beobachtete Vorhandensein 
von Milchsiiure bei Mazerationssaft, welcher 48 Stunden mit 
Milehzucker, CaCO., und 1°/o Toluol gestanden, beweist selbst- 
verstiindlich auch nicht das Geringste gegen meine Versuche. 
Ich habe ja ausdricklich von der Tatsache gesprochen — was 
Neuberg und Kerb itibersehen zu haben scheinen — daf in 
Mazerationssaft vorgebildete Milchsaure vorhanden ist, und 
diese bei jedem einzelnen Versuche auch bestimmt und mit- 
geteilt, dies schon aus dem Grunde, weil es sich ja bei meinen 
Versuchen stets um Neubildung von Milchsiure aus zuge- 
setzten Substanzen handelte. 

Und da anscheinend Neuberg und Kerb ihren Hefesaft 
nur qualitativ auf Milchséure gepriift, also eine Neubildung 
nicht nachgewiesen haben, beweisen diese Versuche auch 
nichts gegen die antibakteriellen Kigenschaften des Mazerations- 
saftes. 

Aber auf diese antibakteriellen Fiihigkeiten des Hefe- 
saftes an und ftir sich, welche tiberhaupt nur nebenher er- 
wihnt wurden, lege ich keinen allzugrofen Wert. 

Die bakteriologischen Kontrollen und vor allem die Ver- 
suchsergebnisse selbst diirften einwandfrei zeigen, daf es sich 
bei der beobachteten Milchsdéurebildung um einen rein enzy- 
matischen Vorgang handelte. 

Auch sei wiederholt auf die sicher antibakteriellen Eigen- 
schaften des Glycerinaldehyds hingewiesen. Griesbach und 
Silberstein (unveroOffentlichte Versuche) haben sich z. B. im 
hiesigen Institute vergebens bemiiht, Milchsiurebakterien auf 
Nahrbéden, welche 1°/o Glycerinaldehyd enthielten, also die- 


jenige Menge, welche bei meinen Versuchen angewandt wurde, 


zum Wachstum zu bringen, vielmehr fiihrte der Zusatz von 
Glyzerinaldehyd z1 einem Absterben der Bakterien. 

Vor allem aber méchte ich nochmals auf Versuch 8 der 
Tabelle I meiner Arbeit (1. c. S. 55) hinweisen, wo innerhalb 
3 Stunden bei Zimmertemperatur aus Glyzerinaldehyd 
relativ betrachtliche Mengen Milchséure gebildet wurden, da- 
gegen keine aus Traubenzucker und Dioxyaceton. Dieser Ver- 
such spricht doch fiir alles eher, denn fiir bakterielle Bildung! 
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Oder Versuch 6, bei welchem 10 Mal so viel Milchséure 
aus Glycerinaldehyd wie aus Traubenzucker und Dioxyaceton 
gebildet wurde! 

Bei solchen Versuchsergebnissen wiirde sogar das von 
Neuberg und Kerb angenommene, von mir aber entschieden 
bestrittene, Vorhandensein von milchséurebildenden Bakterien 
bei meinen Versuchen hédchstens noch weiterhin darauf hin- 
weisen, dal} auch bei bakterieller Milchsaurebildung Glycerin- 
aldehyd eine wahrscheinliche Vorstufe der Milchsidure ist!! 

2. Neuberg und Kerb bestreiten die physiologische 
eweiskraft meiner Versuche mit der ganz eigentiimlichen Be- 
griindung, da& die von mir beobachtete reichliche Milchséure- 
bildung, namentlich aus Glycerinaldehyd, welche das mehr- 
hundertfache der Normalwerte ergeben habe, eher gegen die 
physiologische Bedeutung des Vorgangs spreche! 

Mul} ich denn wirklich noch besonders betonen, dab ein 
Unterschied besteht zwischen natiirlichen Verhiltnissen und 
kiinstlich geschaffenen optimalen Versuchsbedingungen ? 

lind was wiirden die Herren Neuberg und Kerb dazu 
sagen, wenn ich in strikter Anwendung ihrer Logik behaupten 
wollte, gegen die physiologische Bedeutung des von ihnen be- 
vorzugten Methylglyoxals spreche eben die Tatsache, dab bei 
den Versuchen von Dakin und Dudley sowie bei den spater 
verOffentlichten Versuchen von Neuberg Methylglyoxal in 
einem Mabe in Milchsaéure umgewandelt wurde, das dem natiir- 
lichen Vorkommen nicht entspreche!! 


Und was dem Methylglyoxal recht ist, diirfte doch wohl 


dem Glycerinaldehyd billig sein. 

Ebenso ungerecht scheint mir das von Neuberg nun 
wiederholt ausgesprochene einseitige Verlangen, dafi das inter- 
mediiire Auftreten von Glycerinaldehyd erst einmal bewiesen 
werden sollte! Genau dieselbe Forderung muf doch billiger- 
weise auch fiir das Methylglyoxal gestellt werden. 

3. Es ist durchaus unrichtig, daB ich den «springenden 
Punkt der ganzen Frage umgehe». Der «springende Punkt » 
bei meinen Untersuchungen war der Versuch einer Erklarung 
des Mechanismus der Milchsiure- resp. der Glycerinbildung bei 
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der alkoholischen Girung und nicht die Erkliirung der Liicke 
zwischen Triose und Brenztraubensiiure. Diese Frage wurde 
von mir naturgemiifi nur nebenbei gestreift, dies umsomehr, 
als meine Versuchsergebnisse gerade auf eine direkte Bildung 
der erwiihnten Nebenprodukte aus den Triosen hinwiesen. Im 
Gegensatz zum Abbau der Kohlenhydrate im TierkOrper scheint 
ja eben die Milchsdurebildung bei der alkoholischen Giirung 
nicht auf dem Hauptwege zu liegen, sondern eine von der 
Giirkraft, vielleicht auch anderen physiologischen Bedingungen 
abhiingige Nebenreaktion zu sein, welche abliuft, ehe das 
Brenztraubensiiurestadium erreicht ist, dessen Bedeutung von 
mir in keiner Weise unterschitzt wurde, wie ja gerade die 
eigenen Versuche mit Brenztraubensiure beweisen. Von einer 
«Verkennung der Sachlage» kann deshalb auch keine Rede sein. 

4. Auch bei der Bildung des Glycerins aus Triosen spielt 
die Frage der Herieitung des Aethyl- und des Kohlensiiurerestes 
aus der Zuckergruppe nicht die geringste Rolle. Erst recht 
nicht, wenn man mit Neuberg und Kerb die von mir _ be- 
obachtete Glycerinbildung aus Triosen bei der alkoholischen 
Gérung als reine Keduktionserscheinung ansieht, fiir welche 
Annahme in der Tat vieles spricht. Mit dieser ja bereits von 
Buchner und Meisenheimer vertretenen Anschauung wird 
aber naturgemiil} die friher von Neuberg und Kerb aufge- 
stellte Hypothese der Glycerinbildung durch Cannizzarosche 
Umlagerung des Methylglyoxals entbehrlich. 

Was die physiologische Bedeutung der Glycerinbildungs- 
versuche betrifft, so kann ich nur auf das oben iiber die Milch- 
siurebildung Gesagte verweisen. 

5. Es geht, wie ich glaube, aus dem Texte meiner Arbeit 
mit aller Deutlichheit hervor, daB ich die friiher von Embden 
und seinen Mitarbeitern ausgesprochene Vermutung,') daf 

1) Anmerkung. Die von Neuberg und Kerb ins Liicherliche 
gezogene Unterscheidung von «Behauptung»> und «Vermutung» werde ich 
auch in etwaigen kiinftigen Verdffentlichungen machen. Wiirde man in 
wissenschaftlichen Veréffentlichungen diesen «feinen» Unterschied zwischen 
Behauptung und Vermutung nicht durchfihren, so wire damit das Auf- 
stellen von Hypothesen unmdglich. Embden. 
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Dioxyaceton die Quelle der bei der Gérung aus Kohlehydraten 
gebildeten d-l-Milchsaure sei, fiir unwahrscheinlich halte. Die 
Frage der Bildung von d-Milchséure im Tierkérper aus optisch- 
aktivem Glycerinaldehyd ist davon vollkommen unabhiingig und 
bildete nicht den Gegenstand meiner Untersuchung. 

6. Ich habe mich durchaus nicht in widerspruchsvoller 
Weise gegen eine Heranziehung einer gekoppelten Reaktion 
gewendet, sondern lediglich gegen eine dem _ urspriinglichen 
Wesen der Cannizzaroschen Reaktion widersprechende 
Nomenklatur und Reaktionsdeutung. Wenn ich auch den Vor- 
teil einer einheitlichen Klassifizierung durchaus nicht verkenne, 
so mu dieselbe doch sachlich begriindet sein. Und dies 
scheint mir eben nicht der Fall z. B. bei einer Identifizierung 
der Benzilsiiureumlagerung mit einem «inneren» Cannizzaro, 
ganz abgesehen davon, dafi ein solcher chemisch itiberhaupt 
noch nicht bekannt ist. 

Was Neuberg und Kerb tiber diese Frage bereits friiher 
ausgefiihrt haben, ist mir sehr wohl bekannt, ich habe also 
keine Veranlassung zu einem besonderen Erstaunen, wie Neu- 
berg und Kerb erwarten. Nur erschienen eben diese Aus- 
fiihrungen erst zu einer Zeit, als meine Arbeit bereits im 
Drucke war, so daf} ich dieselben nicht mehr beriicksichtigen 
konnte. Uberdies sind sie nicht geeignet, meine Anschau- 
ungen in irgend einer Weise zu korrigieren, sind vielmehr 
eher dazu angetan, dieselben zu stiitzen. Denn auch durch 
die nachtriigliche Einfiigung der Worte: «Bzw. durch eine 
Benzilsiiureumlagerung», welche in der urspriinglichen Fassung 
des ganzen von Neuberg und Kerb sonst wortlich aus 
Neubergs Monographie!) tibernommenen Passus noch nicht 
enthalten sind, wird an der Tatsache nichts geéndert, daf 
Neuberg und Kerb eben zwei verschiedene Reaktionen, die 
verschieden zu formulieren sind, féilschlich identifizieren und 
zwecks <einheitlicher Klassifizierung» zusammenwerfen. 

Die <innere» Cannizzarosche Reakten formuliert Neu- 
berg in der erwahnten Monographie (S. 14) folgendermafen: 


') C. Neuberg, Die Girungsvorgange und der Zuckerumsatz der 
Zelle. Jena 1913. 
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CH,—CO H, CH, - CHOH 
| +|= | 
COH O COOH 
und nennt unter Wiederholung dieser Formulierurng die innere 


Cannizzarosche Reaktion des Methylglyoxals auf Seite 25 


eine «Wasseraufnahme>». 

Dieselbe Formulierung dehnen Neuberg und Kerb 
durch den erwahnten Zusatz!) auch auf die Benzilsiureumlage- 
rung aus. 

In ihrer jiingsten Mitteilung?) formulieren Neuberg und 
Kerb ihre innere Cannizzarosche Reaktion wie folgt: 


CH,-CO 4H CH, - CHOH 


HCO OH COOH 


Hier kann man wirklich den Herren Neuberg und Kerb 
gegenuber von einer «undeutlichen Darstellung» sprechen. Denn 
eine grOBere Verwirrung der Begriffe ist tiberhaupt nicht 
denkbar. 

Nach den herrschenden Anschauungen tiber das Wesen 
der Cannizzaroschen Reaktion einerseits, iiber die Benzil- 
siureumlagerung andererseits, diirfte fiir diese beiden Reak- 
tionen des Methylglyoxals die richtige Formulierung die fol- 
gende sein: 


«Innerer» Cannizzaro: 
CH, - CO H, CH,-CHOH 


—_— 


= 2 | 
COOH O COOH 


Benzilsiureumlagerung: 


CH,-CO  H  CH,-CHOH 
al 4 | 


/ | 
HCO OH COOH 


! 


innerer Cannizzaro, wenn ein solcher iiberhaupt még- 
lich, eine gekoppelte Reaktion unter Reduktion und Oxydation 





') Neuberg und Kerb, Biochem. Zeitschr., Bd. 58, S. 161, 1913. 
*) Neuberg und Kerb, Biochem. Zeitschr., Bd. 62, S. 497, 1914. 








268 Max Oppenheimer, 


an verschiedenen, event. benachbarten C-Atomen desselben 
Molekiils, aber keine Wasseraufnahme,') 

benzilsiureumlagerung eine glatte Wasseranlage- 
rung in ublichem Sinne unter sprungweiser Wanderung eines 
H-Atoms an das benachbarte C-Atom. Also zwei prinzipiell 
verschiedene Reaktionen! 

Selbst auf die Gefahr hin, die einheitliche Klassifizierung 
storen zu miussen, glaube ich daher nach wie vor, die von 
Dakin und Dudley sowie Neuberg beobachtete Milchséure- 
bildung aus Methylglyoxal auf Grund chemischer Analogieen 
bis auf weiteres mit Nef als reine Benzilsiiureumlagerung an- 
sehen zu mlssen. 

7. Dakin und Dudley erwihnen weder an der von 
Neuberg und Kerb azitierten Stelle noch auch sonstwo auch 
nur mit einem Worte einen eigenen oder auch fremden Ver- 
such tiber Milchsaurebildung aus Methylglyoxal bei alkoho- 
lischer Girung. Und nur um solche handelte es sich 
bei meinen Ausfiihrungen. Die diesbeztigliche Berichtigung 
(l.c. Fufinote) von Neuberg und Kerb entspricht also nicht 
den Tatsachen. 

8. Schlieblich noch ein Wort tiber die Bildung von Milch- 
siiure aus Brenztraubensiure. 

Neuberg und Kerb kommen bei ihren Versuchen mit 
lebender Hefe zu genau demselben Ergebnis wie ich, dai niim- 
lich aus Brenztraubensiure bei der Gaérung keine Milchséure 
gebildet wird. Dieses Resultat ist eine Bestiitigung meiner 
Versuche mit Mazerationssaft. Trotzdem halten es Neuberg 
und Kerb fiir noch nicht entschieden, ob bei der zellfreien 
Giirung von Brenztraubenséure nicht doch Milchsiiure gebildet 
werden kann. Neuberg und Kerb fordern neue Versuche 
mit freier Brenztraubenséure. Diese Versuche waren nun 


') Anmerkung,. Eine Wasseraufnahme, wie sie Neuberg formu- 
liert, ist schon aus dem Grunde undenkbar, weil die fiir die Wasser- 


aufnahme notwendige Ionisierung des Wassers nur im Sinne H....OH 
erfolgen kann und nicht mit der Dissoziation H,....0. Géianzlich etwas 


anderes ist vollends die Bildung der verschiedenen denkbaren Hydrate 
des Methylglyoxals, da ja bei dieser Hydratisierung die Anlagerung des 
Wassers an ein und demselben C-Atome erfolgt. 
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bei Erscheinen der Neuberg und Kerbschen Veroffentlichung 
bereits gemacht, wie aus einer voranstehenden Mitteilung 
hervorgeht.!) Ihr Ergebnis war genau dasselbe wie bei brenz- 
traubensauren Salzen: in keinem Falle Bildung von Milchsiiure, 
bei einem Versuche sogar ganz betriichtliches Versehwinden 
vorgebildeter resp. zugesetzter Milchséure, wiihrend bei dem 
zweiten Versuche der Verlust der Milchsiiure innerhalb der 
Fehlergrenzen liegen diirfte. 

Den in der oben erwiihnten Arbeit aufgefiihrten CO,- 
Zahlen seien zum Belege die Milchséurewerte der beiden dort 
mitgeteilten Versuche, deren Veroffentlichung urspriinglich ftir 
eine spitere zusammenhiingende Mitteilung vorgesehen war, 
ergiinzend nachgetragen. 

















— —_—__ an) 
Gefundene Menge Milchsiure Verschwundene 
Datum | pro 100 ccm Hefesaft in gr nach} Menge Milchséure 
Versuchs a dem Versuche bei Zusatz von | pro 100 ccm Hefesaft 
Nr. 1° milch- 1°/omilchsaur.Na] in gr bei Zusatz von 
Versuchs} saur. Na +1 °%/o Brenztrau- | freier Brenztrauben- 
M bensiure MBr, siiure 
1914 
I 24/2 0,9988 0.5803 0,4185 
II 27/2 1,1394 1.1286 0,0108 











') Max Oppenheimer, Diese Zeitschrift. 











Uber die Acetessigsaurebildung aus Glykolsdure in der Leber. 


. 


Von 
Adam Loeb. 


(Aus dem stadtischen chemisch-physiologischen Institut der Universitat Frankfurt.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Oktober 1914.) 


Vor kurzem haben in unabhiingig voneinander ausgefiihrten 
Untersuchungen Mochizuki’) (unter Leitung von E. Fried- 
mann) sowie G. Embden und A. Loeb?) die Einwirkung der 
Glykolsiure auf den Umfang der Acetessigsaurebildung in der 
Leber untersucht. 

Den Ausgangspunkt dieser Untersuchungen bildete in 
beiden Arbeiten der Befund A. Loeb’s,*) daB Essigséure in 
der Leber ein Acetessigséurebildner von erheblicher Stirke 
ist, und der Wunsch, tiber den Chemismus der Acetessigsaure- 
bildung aus Essigsiure etwas niheres zu erfahren. Mochizuki 
konnte nun eine Beeinflussung der Acetessigsiiurebildung durch 
Glykolsiiure nicht beobachten, wahrend Embden und Loeb 
in vier von sechs Versuchen eine sehr deutliche Vermehrung 
der <Acetessigsiiurebildung fanden; in einem weiteren Ver- 
such wurden 41 mg Aceton pro Liter gebildet, ein Wert, 
der nach den iiberaus zahlreichen Erfahrungen Embdens 
und seiner Mitarbeiter merklich tiber die jemals in Leerver- 
suchen beobachteten Maximalzahlen hinausgeht. Nur einer 
von den 6 Versuchen zeigte keine vermehrte Acetessigsaure- 
bildung (31 mg Aceton). Auch Embden und Loeb heben 
iibrigens hervor, daf die Acetessigsaurebildung aus Glykol- 
siiure entschieden geringer ist, als aus Essigséure, und halten 
es deshalb fiir héchst unwahrscheinlich, daf die Glykolsaéure 
ein intermediiires Produkt bei der Umwandlung von Essigsiéure 
in Acetessigséure ist. 


1) Mochizuki, Biochem. Zeitschr., Bd. 55, S. 443, 1913. 
?) G. Embden und A. Loeb, Diese Zeitschr., Bd. 88, S. 254, 1913. 
3) Loeb, Biochem. Zeitschr., Bd. 46, S. 118, 1912. 
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Die Angaben Mochizukis tiber das Ausbleiben der ver- 
mehrten Acetessigsaiurebildung nach Glykolsaéure-Zusatz sind 
im Laboratorium Friedmanns nochmals einer Nachprifung 
durch Honjio!) unterzogen worden, der zu den gleichen Er- 
gebnissen wie Mochizuki gelangte. 

Aufgabe der vorliegenden Untersuchung ist es, die Ur- 
sache der abweichenden Resultate von Mochizuki und Hon- 
jio einerseits, von Embden und Loeb anderseits aufzukliren. 

Ein wesentlicher Unterschied in der Versuchsanordnung 
der beiden Arbeiten aus dem Friedmannschen Laboratorium 
und der von Embden und Loeb ausgefiihrten Untersuchungen 
besteht darin, dafi Mochizuki und Honjio ihre Durchblutungs- 
versuche unter Zusatz von je 2,0 g Glykolsiure anstellten, 
wihrend Embden und Loeb in den 5 positiven Versuchen 
4.0 g Glykolséure verwendeten.?) Es ergab sich nun in neuen 
von mir in gleicher Versuchsanordnung wie friiher angestellten 
Versuchen ohne weiteres, dab die Verschiedenheit der Ver- 
suchsergebnisse tatsichlich durch die verschiedene 
GréBe des Glykolsiurezusatzes bedingt sein kann 
(siehe nebenstehende Tabelle). 

In der Tabelle I sind 7 Versuche mit Glykolsiiurezusatz 
zusammengestellt. In den 5 ersten Versuchen kamen je 2,0 g, 
in den beiden letzten je 4,0 g Glykolsdéure, mit Ammoniak neu- 
tralisiert, zur Anwendung. Ubereinstimmend mit den friiheren 
Versuchen von Embden und Loeb zeigen die mit 4,0 g Glykol- 
sdure angestellten Versuche 6 und 7 eine ganz erhebliche 
Vermehrung der Acetessigséurebildung (53 und 106 mg Aceton 
pro Liter Durchblutungsblut), wéhrend von den 5 ersten mit 
je 2,0 g vorgenommenen Versuchen nur Versuch 1 (Aceton- 
bildung 90 mg) eine fraglose Steigerung der Acetessigsiure- 
bildung aufweist. Die 4 tibrigen Versuche zeigen simtlich ent- 
weder hohe Normalwerte oder solche, die nur unwesentlich 
iiber die friiher in Leerversuchen beobachteten Maximalzahlen 
hinausgehen. Es muf hierbei allerdings hervorgehoben werden, 


') Honjio, Biochem. Zeitschr., Bd. 61, S. 286, 1914. 
*) In dem einen negativen Versuch von Embden und Loeb 
kamen 5,0 g Glykolsiure zur Anwendung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 18 











Tabelle I. 




















‘eer eee een ee eee i > | 
1 2 | 3 4 | 5 6 7 8 9 
. | | Gewicht | Gewicht | Menge | Strémungs- | _ |, Aceton | 
Versuchs- | | | ee © geschwindig- Druck in in mg pro | 
‘Datum | des | der | der zugesetzten | keit j | | Liter |  Bemerkungen 
nummern i Givkoles eit in ccm) mm Hg | Durchblu- | 
| unaes | zener | \ oisaure pro 1’ | tungsblut | 
1 19. V. 14 | 7,7 | 184 2,0 in 34 ccm Wasser’ 3860—480 30—54 | 90 
o 2 26.V.14| 7,7 | 200 |20 in 30cem Wasser 300—320 | 105—135 31 Die Durchblutung 
oO 
ma) | kam erst 15’ nach 
= | | dem Tode des Tieres 
S | | in Gang. 
™ 3 5.VI.14) 944 226 | . - 450-530 | 25—39 28 | 
| | | 
| | 
4 9. VI. 14 8.9 220 > | 580—600 | 37—42 37 
5 17.VI.14) 7.2 174 | 2.0 in 50 ccm Wasser) 400—540  57—92 36 
6 11. VI. 14 10,0 245 4.0 in 75 cecm Wasser | 490—740 24—35 53 
7 15. VI. 14 8,0 247 > 400—640 35—40 106 Versuchsdauer 
a nur 56’ 
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dai in Versuch 2, in dem die Durchblutung erst 15 Minuten 
nach dem Tode des Tieres in Gang kam, wihrend gewohnlich 
dieser Zeitraum nur 4—d) Minuten betrigt, von vornherein 
ungiinstige Bedingungen fiir die Acetessigsiiurebildung be- 
standen. 

Wenn nach den Ergebnissen der vorstehenden Versuche 
der Unterschied in den Resultaten von Mochizuki und Hon- 
jio und von Embden und Loeb als im wesentlichen aufge- 
klirt angesehen werden darf, so méchte ich doch auf einige 
weitere Verschiedenheiten in der Technik hinweisen, die még- 
licherweise nicht ohne Einwirkung auf die Acetessigsiaurebildung 
waren. Honjio gibt an, wie oft die verwendete Blutmenge 
wihrend der mitgeteilten Versuchszeit die Leber passierte. 
Daraus laft sich die durchschnittliche Stromungsgeschwindig- 
keit pro Minute berechnen, was in der folgenden Tabelle II 
geschehen ist. 











Tabelle II. 
nnn ________) 
; + 8 + 4 4 5 : 6 

| 8 
: _| Leber- | Versuchs- olrémungsge- | Temperatur | Acetonwerte 
Versuchs- on _ |schwindigkeit linmg pro Liter 
nummern | — “dl pei ” pro 1’ in ccm —_ _ Durchblu- 
_ Ing | Minuten | (abgerundet) Blutes | tungsblut 
| | | 
1 | 213 72 | 230 35—36 ° 40 
2 165 76° | = 200 37° 45 
j } j 
3 | 148 so’ | = 6100 Ss}, 35878 17 
4 | 248 76! | 355 35—37 34 
5 | 207 | 7 |  ~ 240 36—40° 36 
6 | $80 | 78 135 | 86—38° | 28 





Wie man sieht, schwankt diese durchschnittliche Stré- 
mungsgeschwindigkeit in den Versuchen Honjios zwischen 
etwa 100 ccm pro Minute (Versuch 3, bei einem Lebergewicht 
von 148 g) und etwa 360 ccm (Versuch 4, bei einem Leber- 
gewicht von 243 g). Ein Vergleich mit Spalte 6 der Tabelle I 
ergibt, dafi in meinen Versuchen die Str6mungsgeschwindigkeit 

18* 
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wesentlich gréBer war. Hier sind die beobachteten Minimal- 
und Maximalzahlen fiir die Str6mungsgeschwindigkeiten in un- 
seren Versuchen angegeben; hierbei sei bemerkt, dafh die 
Durchschnittswerte den Maximalzahlen néher als den Minimal- 
zahlen liegen diirften, da im Falle eines Heruntergehens der 
Stromungsgeschwindigkeit durch entsprechende Druckregulie- 
rung oder vermehrte Pumpenleistung die Geschwindigkeiten 
wieder auf den Maximalwert gebracht wurden. Mit Ausnahme 
des schlecht verlaufenen Versuchs 2 betrigt die maximale 
Durchstr6mungsgeschwindigkeit 2 ccm oder mehr als 2 ccm 
pro Gramm Leber und Minute, und auch die Minimalgeschwin- 
digkeit bleibt in den meisten Versuchen nicht wesentlich hinter 
dem Wert von 2 ccm zuriick, waéhrend in den Versuchen von 
Honjio diese Stro6mungsgeschwindigkeit nirgends erreicht wird. 

Ferner weichen auch die Temperaturen des Durchblutungs- 
blutes iu’. Versuchen Honjios von der im hiesigen Institut 
iiblichen Ve. suchstemperatur von 40,0° ab; sie schwanken in 
den verschiedenen Versuchen zwischen 35 und 40° und sind 
auch innerhalb der einzelnen Versuche um mehrere Grade 
verschieden. Bei der im hiesigen Institut tiblichen Versuchs- 
anordnung kommt es im allgemeinen nur zu Temperatur- 
schwankungen von wenigen Zehntel-Graden um die Temperatur 
von 40°, und auch diese Abweichungen sind langstens nach 
1—2 Minuten beseitigt. 

Nach einer grOBeren Reihe in der letzten Zeit von mir 
angestellter Atmungsversuche an der kiunstlich durchstromten 
Leber muf ich annehmen, daB es bei wesentlich geringerer 
Strémungsgeschwindigkeit als den von mir verwendeten, we- 
nigstens bei der Versuchstemperatur von 40°, unter Umstanden 
schon zu einem gewissen 0,-Mangel kommen kann. 

Da’ Glykolsiiure in einer Menge von 2,0 g die Acetessig- 
siurebildung der Leber nicht steigert, wohl aber fast regel- 
miBig bei der Verwendung von 4,0 g, spricht mit groBer Wahr- 
scheinlichkeit dagegen, daf bei der Acetessigsdurebildung aus 
Essigsiiure Glykolsiure intermediar gebildet wird, da bereits 
0,5 g Essigsiiure die Acetessigsiurebildung deutlich zu steigern 


vermag. 
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Voraussichtlich ist die Acetessigsiurebildung aus Glykol- 
siure nur eine Nebenreaktion,'!) oder Glykolséure wird in der 
isolierten Leber tiberhaupt nur schwer angegriffen. Hieriiber 
miiften Versuche iiber das Verschwinden dieser Séure wihrend 
der Durchstr6mung Aufschlu8 geben. 

Auf Grund des relativ geringen Acetessigsiurebildungs- 
vermogens der Glykolséure etwa eine indirekte Einwirkung 
dieser Substanz auf die Acetessigsaéurebildung in der Leber 
anzunehmen, dafiir liegt meines Erachtens kein Grund vor. — 
Wir kennen viele Substanzen, die bereits, in sehr geringer 
Menge dem Durchblutungsblut zugesetzt, Acetessigsiure bilden, 
wihrend von anderen etwas gréfere Mengen notig sind. E 
sei hier nur daran erinnert, dai z. B. natiirliches 1-Leucin 
nach den Versuchen Embdens?) in Mengen von 2,0g den 
Umfang der Acetessigsiurebildung in der Leber noch nicht 
deutlich beeinfluf{t, wahrend die gleiche oder auch etwas ge- 
ringere Menge d-l- oder d-Leucin eine deutliche Steigerung 
der Acetessigsiurebildung hervorruft. Gréliere Mengen von 
l-Leucin unterscheiden sich in ihrer Einwirkung auf die Acet- 
essigsdurebildung nicht von den optischen Isomeren. 


‘) Das ist von vornherein sehr wahrscheinlich, wenn unsere An- 
nahme richtig ist, dafs die Acetessigsiurebildung aus Glykolséiure auf 
einem teilweise reduktiven Wege (vielleicht tiber Essigsdéure) erfolgt. 

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. 11, S. 348, 1908. 





Uber die Einwirkung von Schimmelpilzen auf den 
Alkaloidgehalt des Opiums. 
Von 


Oscar v. Friedrichs. 


Der Redaktion zugegangen am 8. November 1914.) 


Die Schimmelpilze vermégen bekanntlich auf den ver- 
schiedensten Substraten zu vegetieren und erhalten hierbei den 
organischen Stoff sowohl in Gestalt einfacher Verbindungen, 
wie auch in Gestalt von Verbindungen, deren Molekile sehr 
kompliziert gebaut sind. Unter solechen K6rpern sind es vor 
allem die Kohlenhydrate, Mono- wie Polysaccharide, und ihnen 
nahestehende Ko6rpergruppen sowie Eiweifstoffe, deren Ver- 
halten gegen die Pilze untersucht worden ist. Bei allen unter- 
suchten Arten von Aspergillaceen ist die Gegenwart von En- 
zymen als Tragern zersetzender Wirkungen konstatiert worden. 
Ganz besonders sind es Aspergillus niger und die Sammel- 
spezies «Penicillium glaucum», welche als Versuchsobjekte 
zu diesen Untersuchungen herangezogen worden sind. Inwie- 
fern Alkaloide von den Enzymen der Pilze abgebaut werden 
k6nnen, ist nur in beschriinktem MaBfe gepriift worden. Im 
allgemeinen scheinen sie gegen Enzyme sehr widerstandsfihig 
zu sein; doch deutet die Abnahme des Alkaloidgehalts mancher 
Drogen bei langerem Lagern (Mutterkorn, Cocablittern u. dgl.) 
auf eine ZerstOrung der Alkaloide durch enzymatische Vor- 
giinge hin. Als Niihrstoffe scheinen die Alkaloide im allgemeinen 
fiir Pilze unbrauchbar zu sein. Nur fand Czapek,!) daf ein 
Aspergillus Chinin zu resorbieren vermochte. 

Nicht selten wurden dagegen die toxischen Wirkungen 
der Alkaloide auf die Schimmelpilze in den Bereich der Unter- 


') Winterstein und Trier, die Alkaloide, Berlin 1910. 
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suchungen gezogen, und es ist auffallend wie verschieden die 
Wirkungen verschiedener Alkaloide in dieser Hinsicht sind. So 
kénnen nach Manassein’) Penicilliumsporen in einer 10°/oigen 
Saccharoselisung, welcher 0,25°/o Chininhydrochlorid zugesetzt 
ist, nicht keimen, wahrend Schimmel dagegen in einer 1°/oigen 
Loésung von essigsaurem Strychnin wachsen kann und Peni- 
cilllum sogar in einer zuckerhaltigen Nihrlésung, welcher 1°/o 
Morphinhydrochlorid zugesetzt ist, ziemlich gut gedeiht. Nach 
Marcacci?) wird die Milchséuregiérung, um von einer anderen 
Art von Mikroorganismenwirkung zu sprechen, durch Morphin 
und Atropin begiingstigt, durch Chinin und Strychnin aber 
verzogert. A priori kann man deshalb voraussetzen, dab die- 
jenigen Alkaloide, welche starke Giftwirkungen besitzen, tiber- 
haupt nicht von den Schimmelpilzen zerstort werden konnen. 

Die Alkaloide, welche bei dieser Untersuchung in Betracht 
kommen kénnen, néimlich die Opiumalkaloide, sind bekanntlich 
nicht weniger als etwa 22 an der Zahl, von welchen das 
Morphin das weitaus wichtigste ist und in einer Menge von 
10—14°/o auftritt. Dann folgen Narkotin, dessen Menge zwischen 
4 und 8°/o schwankt, Papaverin und Kodein, welche meist in 
Mengen vorkommen, die nicht viel von 1°/o differieren, und 
schlieflich Thebain und Narcein, welche zusammen 0,5—1°/o 
erreichen. 

Wegen der Schwierigkeit, exakte Analysenwerte auf simt- 
lichen dieser Basen zu erhalten, wurde nach Einwirkung des 
betreffenden Pilzes nur der Gehalt an Morphin, Narkotin und 
Kodein gepriift, obgleich die Menge speziell an zuriickbleiben- 
dem Thebain auch von grofem Interesse war. Ks ist namlich 
aus folgenden Griinden anzunehmen, daf einen Verbrauch von 
Kodein auch ein Verbrauch von Thebain begleitet. 

Die chemische Konstitution ist fiir die physiologischen 
Wirkungen von grofier Bedeutung, und von Wichtigkeit ist in 
diesem Falle, dai sehr auffallende Unterschiede in der Wirkung 
entstehen, wenn die Wasserstoffatome der Hydroxylgruppen 


') O. Loew. Ein natiirliches System der Giftwirkungen, Miinchen 
1893. 
*) Ebenda. 
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durch Alkyle ersetzt werden. Die Beziehungen zwischen 
Morphin, Kodein und Thebain gehen aus folgenden Formel- 
ausdriicken hervor: 


OH 
Morphin = C,,H,,NOZ 
\OH 
OH 
Kodein = CH NOC oy 
oper | OCH, 
Thebain = CHOC cry 


wihrend die Formel des Narkotins sich folgendermafien aus- 
driicken abt: 
c.H,.NO,.=<ocH 
~~OCH,. 

Durch Einfiihrung von Methylgruppen (oder Methoxyl- 
gruppen) werden die toxischen Wirkungen abgeschwacht, und 
deshalb sollte Morphin dem Pilz gréBeren Widerstand leisten 
als Kodein, dieses wiederum gr6feren als Thebain. 

Wie aus den experimentellen Daten hervorgeht, hat 
es sich nun wirklich gezeigt, daB bei der Entwicklung einer 
Aspergillus-Art Morphin unverandert blieb, wahrend Kodein 
und Narkotin nicht unwesentlich zersetzt wurden, dali dagegen 
ein anderer Aspergillus mutmaBlich auf alle drei wirkte, auf 
das Morphin jedoch nur sehr unbedeutend. 

Die Versuche wurden mit folgenden Schimmelpilzen an- 
gestellt: 

Penicillium viridicatum; 
Citromyces glaber; 
Aspergillus niger; 
Aspergillus Ostianus. 


Der letztgenannte wurde auf levantischem Opium gefunden 
und als eine mit gréBeren Konidien versehene Form des As- 
pergillus Ost. Wehmer von o. Laborator Dr. R. Westling 
bestimmt, welcher auch die Giite hatte samtliche Pilze in Rein- 
kultur zu meiner Verfiigung zu stellen. 

Die Reinkulturen waren von dem Gelatinesubstrat, auf 
dem sie sich befanden, auf sterilisiertes, gelatindses Pflaumen- 
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mus tibertragen, und von diesem wurden sie auf das Opium 
iibergeimpft. 

Das zu den Versuchen verwendete Opium war aus der 
offizinellen, von Kleinasien bezogenen Droge hergestelltes Pulver. 
Nach dem schwedischen Arzneibuche soll das Opium, wenn 
es mehr als 10,5°/o Morphin enthilt, mit einer berechneten 
Menge von Milchzucker versetzt werden, und da es nicht aus- 
geschlossen ist, dafi ein solcher Zusatz eine fOrdernde Wirkung 
auf das Wachstum des Schimmelpilzes ausiiben kann, was. 
seinerseits vielleicht die Zersetzung der Alkaloide beeintriich- 
tigt, so wurde teils mit reinem Opium und teils mit einem 
Gemenge von Opium (9 T.) und Milchzucker (1 T.) gearbeitet. 

40 g Opium, bzw. 10°/o Milchzucker enthaltendes Opium, 
wurden in einer genau gewogenen Petrischen Schale von ca. 
17 cm Durchmesser ausgebreitet, darauf mit sterilem Wasser 
bespritzt und sorgfaltig verriihrt. Die bedeckte Schale wurde 
in einem Trockenschrank zwei Stunden lang bei 70° C. erhitzt, 
und nach Erkalten wurden Pilzsporen geziichtet. Gleichzeitig 
wurde in einigen Schalen Opium in derselben Weise behandelt, 
jedoch mit dem Unterschied, daf kein Pilz gesit wurde. 

Die Temperatur, bei der die Kulturen erzogen wurden, 
war eine hohe Zimmertemperatur von 18—22° C. 

_Nach 3—5 Tagen hatten sich in allen acht Schalen 
reichliche Mycelien entwickelt; als die Kulturen 10 Tage alt 
waren, wurden sie mit Hilfe eines ausgegliihten Platindrahtes 
umgerthrt, und nach weiteren zehn Tagen wurden die Schalen 
zwecks ToOtung der Organismen ein paar Stunden bei 70° im 
Trockenschrank gehalten. Dann wurde nochmals gewogen. Die 
Wagungen waren dadurch bedingt, dai die verschiedenen 
Opiumproben nach Befeuchtung und abermaliger Erhitzung eine 
verschiedene Menge Wasser hielten, was die fiir die quanti- 
tativen Bestimmungen notigen Gewichtsmengen beeinflussen 
muBten. 

Aus dem Umstande, daB eine kriaftige Lebenstatigkeit des 
Pilzes auf einem alkaloidhaltigen Substrate stattfindet, darf 
man natiirlich nicht auf eine Zersetzung der physiologisch 
wirksamen Bestandteile schlieBen, denn es ist eine bekannte 
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Tatsache, daB Pflanzenstoffe, welche z. B. atherisches Ol ent- 
halten, stark von Pilxmycelien verunreinigt sein kénnen, ohne 
dali die Menge des Oles EinbuBe erleidet. 

Welche Methode man fir die Bestimmung des Gehaltes 
eines Alkaloids vor und nach der Pilzwirkung wihlt, ist gleich- 
giiltig, wenn sie nur zuverléssig ist und bei allen Analysen 
unveriindert zur Anwendung kommt. 

Zur Bestimmung des Morphingehaltes wurde die Vorschrift 
des schwedischen Arzneibuches befolgt, nach welchem Verf. 
am hiufigsten gearbeitet hat. Es wurde jedesmal von einer 
Menge ausgegangen, welche 6 g des ursprtinglich eingewogenen 
Opiums, bzw. Opiumgemenges, entsprach. Die in der dritten 
Kolumne der Tabelle I mitgeteilten Prozentzahlen machen, 
beziiglich der Milchzuckerhaltigen Proben, 1°/9 der aus dem 
Siiureverbrauch berechneten aus. 











Tabelle I. 

Analysierte Probe Brees ned yoy 
1. Sterilisiertes Opium ......+2e.... 5,88 g 10,79 °/o 
2. . ee 6,1 >» 10,82 >» 
3. Penicill. viridicat. auf Opium ...... ; 6,2 » 10,79 » 
4. ? > > >» -+ Milchz.. . . 5,46 » 10,85 » 
5. Citromyc. glaber =» ee ee ee , 6,3 » 10,78 » 
6. > , > » -+ Milchz... . 6,7» 10,87 » 
7. Asperg. niger » Sok ihe ee 6,25 » 10,75 » 
8. > ; > » -+- Milchz... . 7,02 » 10,76 > 
9. > QOstianus > . ae er ee 6,0 » 10,51 » 
10. > > > >» -+ Milchz.. . . 5,63 >» 10,58 >» 








Die Bestimmungen von Narkotin und Kodein wurden nach 
der von P. van der Wielen!) angegebenen, verbesserten 
Methode ausgefihrt. 

10g Opium wurden am Riickflubkihler mit 100 g 70°/oigem 
Alkohol eine Stunde gekocht, nach dem Erkalten wurde der 


1) Pharmaz. Weekblad Bd.- 40, S. 938; durch Chem. Zentralbl. 
Bd. 74, I, S. 938. 











Einwirkung von Schimmelpilzen auf den Alkaloidgehalt des Opiums. 281 
verdampfte Alkohol ersetzt, die Lésung filtriert, der Extrakt- 
gehalt in 5 g Filtrat bestimmt und eine 3 g Opium entsprechende 
Menge des Auszuges auf 3g eingedampft. Dieser Riickstand 
wurde in eine Flasche gebracht, die Schale dreimal mit je 
2.5 ecm Wasser gespiilt, 90 g Ather und alsdann 5 cem 10° /oige 
Natronlauge wurden zugesetzt; wahrend 3 Stunden wurde bis- 
weilen umgeschiittelt, 3g Tragant wurden hinzugefiigt, 75 g 
der klaren iitherischen LOsung abgehoben und eingedampft, und 
der Verdampfungsriickstand unter Erwarmen in 4 g 90°/oigem 
Alkohol gelést. Nach 24 Stunden wurden die abgeschiedenen 
Krystalle von Narkotin abfiltriert, mit 5 ccm Alkohol gewaschen, 
dann getrocknet und gewogen. Wegen der Ldoslichkeit des 
Narkotins in 90°/oigem Alkohol werden 0,016 g zu diesem 
Gewicht addiert. 

Zur Bestimmung des Kodeins wurde das alkoholische 
Filtrat eingedampft, 10 cem Wasser wurden hinzugefiigt, auf 
dem Wasserbade wurde auf 10 g eingedampft, nach 24 Stunden 
von dem ausgeschiedenen Harz filtriert, dieses wurde ausge- 
waschen, das Filtrat mit 50 cem "/100 Salzsiiure und 3 Tropfen 
Himatoxylinlésung versetzt und mit ®/:00 Natronlauge titriert. 

Die Methode gibt gut, fir Narkotin sogar ausgezeichnet, 
libereinstimmende Werte. 


Tabelle II. 











——— i 
re- 
Analysierte Probe ‘nial aia on 

Menge g %o TB/100-HCl | Pso 
1. Sterilisiertes Opium 9,8 ¢ 10,1175 4,70] 9.5 cem 1,14 
2. »  —-++- Milchz. 10,17 » | 0,1064 4,73] 8.2 » 1,09 
3. Pemicill. viridic. auf Opium . . $10.33 >] 0.1188 4,75] 9,7 » |1,16 
4. + Milchz.] 9,1 » 10,1059 4,71] 7,4 » (0,985 
5. Citromyc. glaber aut Opium . 10,5 01169 4,68) 91 » 1,09 
6. >» -t. Milchz. | 11,17 > 10,1064 4,73] 80 » (1,06 
7. Asperg. niger auf Opium — 10,41 » }0,0996 3,981 7,4 » O,885 
8. > » +L Milchz. 11,7 »]0,0857' 3,811.70 » 0,933 
v. Ostian. auf Opium . . . {10,0 » 10,0750 3,0 17,15 » 0,855 
10. > . »  -- Milehz. | 9,38 »|0.0778 3,11] 6.0 » 0,801 
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Die untersuchten Penicillium- und Citromyces-Spezies 
iiben somit auf den Gehalt der gepriiften Alkaloide keinerlei 
Wirkung aus; Aspergillus niger greift Narkotin und Kodein 
an, liefert dagegen Morphin unverandert, wahrend der auf 
levantischem Opium gefundene Aspergillus Ostianus auch 
dieses Alkaloid, obwohl nur sehr unbedeutend, zu zerstoren 
scheint. 

Die Schimmelbildung, welche man in Apotheken und 
Drogenhandlungen an unzweckmifbig aufbewahrtem Opium 
zuweilen beobachtet, kann somit fiir den Alkaloidgehalt kaum 
eine praktische Bedeutung haben. Der Feuchtigkeitsgrad ist 
nimlich nicht fiir das Wachstum des Pilzes so giinstig, da’ 
die Alkaloide in erwahnenswerter Menge vernichtet werden 


konnen. 


Stockholm, Oktober 1914. 








Chemische Untersuchungen dber die Gerinnung der Milch und 
iiber die Loslichkeit des Gerinnsels in Salzwasser. 
Von 


Professor Dr. Orla-Jensen, unter Mitwirkung von den 
Diplomingenieuren Betzy Meyer und Anna D. Orla-Jensen. 


(Der Redaktion zugegangen am 9. November 1914.) 


Die Kuhmilch koaguliert bekanntlich nicht nur durch Zu- 
satz von Lab oder Séure, sondern auch durch starkes Er- 
hitzen oder durch Erwirmung mit Chlorcalcium, wie auch durch 
Zusatz der gewOhnlichen Eiweiffallungsmittel. Die Erscheinung 
tritt dadurch ein, daf der wichtigste Eiweibstoff der Milch, 
das Casein, umgebildet wird oder unter den verinderten Be- 
dingungen seinen kolloidalen Zustand nicht linger aufrecht 
halten kann, sondern sich zusammenflockt. Findet nun die 
Einwirkung ohne Schiitteln statt, so werden die sich an ein- 
ander stiitzenden Caseinflocken ihre Lage in der Milch behalten, 
und die umgebende Fliissigkeit wird wie in einem Schwamm 
durch die Haarrdhrchenwirkung festgehalten, wodurch das 
ganze eine Gallerte bildet. 

Wie von der Kasefabrikation her bekannt, werden die 
Caseinflocken durch mechanische Behandlung oder Erwiairmung 
sich dichter an einander lagern und die geldsten Milchbestand- 
teile (die Molke) zum HerausflieBen zwingen, wiéhrend die sus- 
pendierten Milchbestandteile je nach ihrer Gréfe im Netzwerk 
stecken bleiben. Zu den letzteren gehéren aufer den Milch- 
kiigelchen,') Leukocyten und Bakterien?) auch (wenn die Ge- 
rinnung nicht durch Siéure verursacht wird) etwas Calcium- 
phosphat und -citrat. Es liegt kein Grund zu der Annahme 
vor, dafi diese Salze in der Milch in chemischer Verbindung 
mit dem Casein vorkommen sollten; denn Phosphate und Ci- 


‘) Da nach Storch das Milchfett in der Milch stets in Eiweif- 
membranen eingehiillt vorkommt, tut man besser, von Milchkiigelchen 
als von Fettkiigelchen zu sprechen. 

*) Freudenreich und Orla-Jensen, Zentralblatt f. Bakt. If. Abt. 
1898, S. 545. 
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trate!) werden nicht nur beim Filtrieren durch die Chamber- 
landsche Kerze mit dem Casein zurtickgehalten, sondern sie 
setzen sich auch beim ruhigen Stehenlassen steriler Milch ohne 
gleichzeitige Ausscheidung nennenswerter Caseinmengen ab. 

Was die Hitzekoagulierung der Milch.anlangt, ver- 
weise ich auf meine Arbeit: «Uber den Einflu{ des Erhitzens 
auf die Kuhmilch.»?) Ich wiinsche nur beizufiigen, daf eine 
reine 3°/oige Dicalciumeaseinatlésung hoher als die Milch erhitzt 
werden mul}, um zu koagulieren, und da eine solche Lésung 
bei den in Betracht kommenden Temperaturen sich nicht braunt. 
Die durch Wiirme hervorgerufene Verdnderung des Caseins 
muf deshalb in hohem Grade von den anderen Milchbestand- 
teilen beschleunigt werden. Dies geht noch deutlicher aus 
der Labungsfihigkeit hervor. Milch, welche einige Minuten 
auf 120° erhitzt worden ist, gerinnt nur langsam und unvoll- 
stiindig mit Lab; eine auf 120° erhitzte Dicalciumcaseinat- 
ldsung gerinnt dagegen nach dem notigen Chlorcalciumzusatz 
(siehe spiiter) ebenso schnell und vollstandig wie die nicht er- 
hitzte Losung. 

Mehr Interesse kniipft sich an die Gerinnung der Milch 
mittels Chlorealeiums; denn nicht nur wird diese Methode 
im Laboratorium hiufig zur Herstellung eines klaren Milch- 
serums benutzt, sondern loésliche Kalksalze spielen bekanntlich 
eine Rolle bei der Labgerinnung cer Milch, und es ist deshalb 
nur natirlich, die reine Chlorcalciumwirkung zu besprechen, 
bevor wir zur Labgerinnung tibergehen. Ehe wir uns aber 
liberhaupt mit den komplizierten Verhaltnissen in der Milch 
befassen, wollen wir zuerst das Verhalten reiner Caseinat- 
ldsungen studieren. Solche Lésungen erhilt man durch sorg- 
filtiges Verreiben von reinem, nach Hammarsten hergestell- 
ten Casein mit der genauen Menge Lauge oder Kalkwasser. 


') Nach unseren Analysen enthielten zwei Milchproben mit 1,6 
und 1,2°/oo Zitronensiure nach dem Filtrieren durch die Chamber- 
landsche Kerze nur 1,2 bezw. 1°/oo Zitronenséure. Die Zitronensdure 
wurde nach der Beauschen Modifikation der Denigéschen Methode 
(Revue générale du Lait, III, p. 385) bestimmt. 

*) Landwirt. Jahrbuch der Schweiz 1905, S. 235. 
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Es ist nicht zuliissig, einen Uberschuf an Alkali zu verwenden, 
um nachher mit Séure zu neutralisieren; denn die dadurch 
gebildeten fremden Salze kOnnen die zu untersuchenden Pro- 
zesse beeinflussen. 

Da die Kuhmilch etwa 3°/o Casein enthialt, benutzten wir 
auch meistens diese Menge (nach dem Stickstoffgehalt unseres 
Praparates berechnet) zu unseren Caseinatloésungen. Dieselben 
wurden in Mefikolben bis zur Marke aufgefiillt, wiihrend einiger 
Stunden haufig durchgeschiittelt und dann durch Papier filtriert. 
Wahrend die Natronsalze helle Lésungen bildeten, waren die 
Kalksalzlo6sungen milchig. Mit Lakmus reagierten die Mono- 
caseinate sauer, die Dicaseinate neutral und die Tricaseinate 
alkalisch. Dies ist alles in Ubereinstimmung mit den friiheren 
Befunden. Mit Phenolphtalein sollten nach Séldner die Tri- 
caseinate neutral reagieren,!) nach unseren Untersuchungen 
dagegen waren mit diesem Indikator alle drei Reihen von 
Salzen deutlich sauer und brauchten per Gramm Casein zur 
Neutralisation 2,5 beziehungsweise 1,4 und 0,3 ccm ®/4-Lauge. 
Ziehen wir den Sduregrad der Tricaseinate von demjenigen 
der Mono- und Dicaseinate ab, so bekommen wir 2,2 und 1,1. 
Da nach Sédldner das Dicalciumeaseinat auf 100 Teile Casein 
1,55 Teile Kalk enthilt, so miissen die letzteren Zahlen 0,0155 
beziehungsweise 0,0077 g CaO entsprechen, was auch stimmt. 
Wir konnten ferner bestitigen, dai die Caseinate im Gegen- 
satz zu den Phosphaten sich den Indikatoren gegeniiber gleich 
verhalten, sei der basische Bestandteil Natron oder Kalk. Diese 
wichtige Tatsache hat bereits de Jager benutzt, um zu be- 
weisen, dafi der Siuregrad des Caseins unmoéglich von der in 
das Molekiil eingehenden Phosphorsiéure herriihren kann.?) 
Nehmen wir mit Séldner an, daB das Casein der Kuhmilch 
lediglich in Form von Dicalciumsalz vorkommt, und da eine 
Durchschnittsmilch mit dem Sox hlet-HenkelschenSiiuregrad 73) 


1) Die landwirtschaftlichen Versuchsstationen 1888, Bd, 35, S. 351. 

*) Nederl. Tijdschrift voor Genesk. 1897, Bd. 2, S. 253. 

*) Der im Molkereigewerbe tibliche Soxhlet-Henkelsche Saure- 
grad gibt an, wie viele Kubikzentimeter ®/«-Lauge zur Neutralisation 
von 100 ccm Milch mit Phenolphtalein als Indikator verwendet werden 
miussen. 
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2,6°/o Casein enthalt, so mufi nach dem Obigen der vom 
Casein herriihrende Anteil des Siéuregrades 3,6 und deshalb 
der von der Kohlenséure und den Phosphaten herriihrende 
Anteil 3,4 betragen. Der Séuregrad des Milchserums ist denn ‘ 
auch stets etwas kleiner als der halbe Séuregrad der ent- 
sprechenden Milch. Wegen des Verlustes an Kohlenséure (und, 
Albumin) beim Filtrieren durch die Kerze fallt der Titer jedoch 
ein wenig kleiner aus, als er sein sollte. In der folgenden 
Tabelle sind einige Daten tiber den Séuregrad der Caseinate 
und ihre Fiallbarkeit mit Chlorcalcium bei gewOdhnlicher Tem- 


peratur angegeben. 
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Tabelle I. | 
Ver- | Das | 100cem Filtrat Ausfallung 
wendete | Papier- | braucht zur beginnt, wenn 
Casein- _ filtrat | Neutrali- | die Lésung 
menge | enthielt | sation |  enthalt 
%9 fo Casein | ccm n/-Lauge | %o0 CaCl, 
Monocalciumecaseinat. ...... 12 | 0,79 1,9 | -- 
toescaee © 7 Oe 39 | 1,2 
, tireeae = . | - j 
6 | 307 | 7,6 | 0,9 
Dicalciumcaseinat se 3 | 2,87 | 4,0 | 1,6 

> ee ee 3 | 2,84 | 4,0 | — 

3 | 265 | 3,7 | - 

6 5,68 7,9 | 1,4 
Monocalciummononatriumcaseinat . 3 289 | 4,0 | 2,5 
Tricalciumeaseinat . . .. . . } 287 | 0,9 | 2.3 j 
Mononatriumeaseinat. . .... . 1''s 1,21 | 3,0 | — 

> 3 2,49 | 6,2 2,0 

3 234 | 58 | — 
Dinatriumeaseinat ew: 3 3,00 4.2 4,5 

, aa 3 299 | 4,2 —- 

3 2,83 | 3,9 - 
Trinatriumeaseinat. ....... 3 2,91 | 0.9 | 6,7 
; Pr 3 296 | 0,9 | - 
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Aus der Tabelle geht hervor, da die gebildeten Di- und 
Tricaseinate fast vollstindig durch das Filtrierpapier gehen. 
Anders verhalten sich die Monocaseinate, und zwar ganz be- 
sonders das Monocalciumcaseinat, das sehr langsam filtriert 
und etwa zur Hiilfte als eine gallertartige Masse auf dem Filter 
zurtickbleibt. Dies kénnte den Gedanken erwecken, da das 
Filtrat gar nicht Monocalcium-, sondern Dicalciumcaseinat ent- 
hielt. Das Verhiltnis zwischen Kalk und Stickstoff entsprach 
indessen genau demjenigen des Monosalzes, und tibrigens kénnte 
ja der Siuregrad des Filtrates nur halb so hoch sein, wie er 
gefunden wird, wenn das Casein als Disalz in L6sung gegangen 
wire. Die einzige Erklirung dieser interessanten Erscheinung 
ist, daB wir hier mit einer kolloidalen L6sung zu tun haben, 
in welcher die Partikelchen von wesentlich verschiedener Grobe 
sind, so daB nur die eine Hiilfte derselben die Poren des 
Filtrierpapiers passieren kénnen. Aus der Tabelle geht ferner 
hervor, dali die primaéren Caseinate am leichtesten und die 
tertiiren am schwierigsten von Chlorcalcium gefallt werden. 
Zu dieser Fillung ist um so weniger Chlorcalcium ndtig, Je 
warmer die Lésung ist und je mehr Caseinat sie enthilt. Vom 
letzteren bilden jedoch die Natriumcaseinate eine Ausnahme, 
indem sie zuerst in Calciumcaseinate umgewandelt werden 
miissen, um mit Chlorcalcium gefallt zu werden. Man kann 
diese Umwandlung mit den Augen verfolgen, indem die Natrium- 
caseinatlésungen durch steigende Mengen von Chlorcalcium 
allmihlich milchig werden, und dann erst mit einem Uberschuf 
desselben sich zu scheiden anfangen. Citronensaurer Kalk hat 
bei weitem nicht das gleiche Fallungsvermégen den Caseinaten 
gegentiber wie Chlorcalcium, und mit nur 0,9 °/oo Trinatrium- 
citrat (wasserfrei berechnet) klart sich eine 3°/oige Dicalcium- 
caseinlosung vollstindig und wird durch Chlorcalcium schwerer 
faillbar. Um die gleiche Wirkung mittels Chlornatriums zu 
erreichen, braucht es ungefaéhr die zehnfache Menge, was der 
fiinfzehnfachen Menge Natrium entspricht. 

Wir gehen nun zu der Milch iiber. Um beim Zusatz ver- 
schiedener Mengen von Salzlésungen (oder, wie bei den spiiteren 
Versuchen, von verdiinnten Siéiuren und Lab) gleichwohl mit 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 19 
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der gleichen Milchkonzentration arbeiten zu k6énnen, wurde 
stets (abgerahmte) Milch mit einem Viertel Wasser verdiinnt 
benutzt. Zu jeder Untersuchung verwendeten wir in der Regel 
150 cem Milch + den Zusatz, worauf auf 200 ccm mit Wasser 
aufgefiillt wurde. Um die Wirkung der Bakterien auszuschalten, 
wurde die Milch mit einem Uberschu8 von Wasserstoffsuper- 
oxyd buddisiert und auf Eis aufbewahrt. Zu langeren Versuchs- 
reihen, bei welchen wir des Vergleichs halber die ganze Zeit 
liber mit der gleichen Milch arbeiten muften, waren wir ge- 
notigt die Milch durch Erhitzen zu sterilisieren, weil sie sonst 
durch die Galaktase peptonisiert wurde. ') 

Was bei der Milch gleich auffallt, ist, daB sie sich bei 
gewOhnlicher Temperatur tiberhaupt nicht durch Chlorcalcium 
koagulieren 1aBt. Durch geniigende Erwaérmung geschieht dies 
dagegen ebenso leicht wie bei den Caseinatldsungen. Noch 
bei 40° gerinnt die Milch erst mit 5°/oo CaCl,, bei 80° dagegen 
schon mit 1°/o CaCl, Es kann gar kein Zweifel dariiber 
sein, daf} die Ursache dieser Erscheinung die eigentiimliche 
Salzmischung der Milch ist. Erst beim Erwirmen vermag 
das Chlorcalcium das Gleichgewicht der mittels Kohlenséure 
und Citrate in Lésung gehaltenen Phosphate vollig zu_ er- 
schittern. 

Daf der Zusatz von Chlorcalcium zur Milch grofbe Ver- 
iinderungen in der Salzmischung mit sich bringt, ist durch 
die Erhdhung des Siéiuregrades und die Ausfallung von Kalk 
bereits konstatiert worden.?) In den folgenden Tabellen haben 
wir die Resultate unserer eigenen diesbeziiglichen Unter- 
suchungen zusammengestellt. Tabelle II gibt die Soxhlet- 
Henkelschen Séuregrade dreier Milchproben nach Zusatz 
verschiedener Chlorcalciummengen an. Im ersten Versuch 


') Die Caseinbestimmung wurde natiirlicherweise in der unver- 
iinderten Milch vorgenommen, denn die Menge des Caseins wird nicht 
nur durch die Sterilisierung (mit der Albuminmenge) erhéht, sondern — 
wie wir in einer besonderen Arbeit zeigen werden — durch das Buddi- 
sieren vermindert. 

*) de Jager, l.c., Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. 22, 5S. 575, 
1897, samt Ott de Vries und Bockhout, Die landwirtschaftlichen Ver- 
suchsstationen 1901, Bd. 58, S. 221. 
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(Milch 1) wurden die Titrierungen erst, nachdem die Milch 
zwei Stunden mit Chlorcalcium bei 20° beziehungsweise 80° 
behandelt worden war, vorgenommen. In den zwei anderen 
Versuchen wurde gleich nach dem Chlorecalciumzusatz titriert. 


Tabelle II. 








q Milch 1 . 9 ‘lah $ 
gesetzt 
9 Zur Neutralisation von 100ccm Milch wurden verwendet ccm /4: 


CaCl, Natronlauge Natronlauge| Barytwasser Natronlauge| Barytwasser 

















0 | 44/ 40 45 | 56 46 5,7 
1 | 5,7 | 54 60 | 62 oat ja 
r) 6,6 6.2 6.9 | 6,8 6,7 6,7 
10 | 66 |) 63 7,0 | 6,8 7,0. | 6,7 
on ae - me 70° | #267 


Der durchaus niedrigere Saéuregrad bei 80° als bei 20° 
ruhrt in der Hauptsache von dem durch das Erhitzen ver- 
ursachten Kohlensiureverlust her. Wie man sieht, steigt der 
Siuregrad der Milch mit zunehmenden Chlorcalciummengen 
bis zu einem Zusatz von 5—10°/oo. Ein héherer Siuregrad 
wird auch gefunden, wenn man, anstatt der Milch Chlorcalcium 
zuzusetzen, mit Kalk- oder Barytwasser titriert. Dies ist nicht 
ohne praktische Bedeutung; denn wenigstens in Danemark 
kommt es noch vor, daf man bei der Titrierung der Milch 
gesittigtes Kalkwasser (das ungefahr "/20 ist) statt Natronlauge 
verwendet, und man muf sich dann klar dariiber sein, daf 
die in dieser Weise gefundenen Séuregrade sich nicht mit den 
gewOhnlichen vergleichen lassen. 

Da weder Casein noch Citronensdure anders mit alkalischen 
Erden als mit Alkalien titrieren, so mul die beobachtete 
Erhéhung des Siiuregrades der Milch lediglich der Phosphor- 
siure,!) die schon mit Phenolphtalein rot wird, wenn sie nur 
zu ?/3 mit Natronlauge gesattigt ist, zuzuschreiben sein. Durch 

‘) Da wir nur bis zu schwach rotem Farbton tiirierten, kommt 
die Kohlensaiure der Milch nicht in Betracht in diesem Zusammenhang. 

19* 
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Zusatz einer geniigenden Menge Chlorcalciums werden die 
Alkaliphosphate in Kalkphosphate wberfiihrt, und wird somit 
das letzte Drittel der Phosphorsaure titrierbar. Das Milchserum 
(das Kerzenfiltrat) bekommt in ahnlicher Weise wie die Milch 
einen héheren Saéuregrad durch den Chlorcalciumzusatz ; dagegen 
zeigt das Serum fast keine Steigerung des Saéuregrades, wenn 
die Filtration erst nach dem Chlorcalciumzusatz vorgenommen 
wird, denn in diesem Falle wird ein wesentlicher Teil der 
reagierenden Phosphate von der Kerze zuriickgehalten. 

Aus den Tabellen III,1V und V sieht man, in welchen Ver- 
hiltnissen der Kalk und die Phosphorséure der Milch durch 
Chlorcalcium ausgefallt werden. Um die Tabellen zu verstehen, 
ist indessen noch folgende Erklérung nétig. Der Kalkgehalt der 
Milch wiichst selbstverstandlich mit dem Zusatz steigender Mengen 
Chlorealciums. Auf 200 cem Fliissigkeit wurden zugesetzt 2 
beziehungsweise 10 und 20 ccm einer ca. 10°/oigen Chlor- 
calciumlésung, deren Gehalt an CaO 4,95°/o betrug. Da die 
gelisten Bestandteile in das Milchfiltrat ibergehen, muB dieses 
mehr derselben als die Milch enthalten ; es muf fiir das Volumen 
des abfiltrierten Niederschlags korrigiert werden. Besondere 
Versuche haben gezeigt, daB dies bei roher (abgerahmter und 
in der benutzten Verdiinnung vorkommender) Milch durch Multi- 
plikation!) mit 1°°/97 und bei gekochter Milch (in welcher das 
Albumin ausgeschieden ist) durch Multiplikation mit 1°96 
geschehen kann. Wenn das Casein durch die verwendeten 
Zusiitze nicht ausgeschieden wurde, mufte durch die Chamber- 
land’sche Kerze filtriert werden.2) Dies ist in den Tabellen 
mit einem * angedeutet. Wo kein * steht, hat also Gerinnung 
stattgefunden. 


') Wir erhéhen stets die in der Milch gefundenen Gesamtmengen 
der einzelnen Bestandteile, statt simtliche im Serum gemachte Bestim- 
mungen zu vermindern. 

*) Die Filtriermethode (Papier oder Kerze) iibt keinen wesentlichen 
Finfluf& auf den Salzgehalt des Filtrates aus. Dieselbe influiert dagegen 
stark auf die Menge des léslichen Stickstoffes, und die Kerze halt somit 
nicht nur fast alles Dicalciumcaseinat, sondern auch das Albumin der 
Milch zuriick. . 
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Tabelle III. 


[a _ 





“oo CaCl, sancete- tins a statin 
zugesetzt Theoretische | Die Mischung gehalten 2 Stunden bei 
Menge 20° =| «660° =| 08 
0 0,36 0,36* aes ae 
1 0,87 063% | 0,63 
F 2.91 240% | 237. | 2364 
10 5,46 4,85* | $72 4,68 
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Tabelle IV. 








%o9 CaCl Lésliche Phosphorsiure (P,0,) °/oo 
| » Die Mischung gehalten 2 Stunden bei 
zugesetzt 
20° | 60° 80° 
0 0,68* | a 4 
i 0,62 * | 0,60* 0,57 
° 0,48" | 0,48 0,45 
10 0,41* | — 0,41 











Tabelle V. 





Kalk (CaO) °Joo 








hae | Der aus-| = | | Der aus- | | Der aus-| — 
CaCl, Aus- | gefallten piffte-] Aus- | gefallten | piffe-] Aus- | gefallten | pjrre- 
2u- | Phosphor- | Phosphor-, ‘Phosphor-) 
gefallt saure ent-| renz | gefallt saure ent-| renz | gefallt saure ent-| renz 
gesetzt sprechend| sprechend ‘sprechend 
20° 40° 80° 
1 0,24; 007 | 017] — | 0,10 | — | 024) 013 | 0,11 
5 0,51 0,24 | 0,27] 0,54 | 0,24 | 0,30] 0,57 027 | 0,30 
10 061 | 032 | 0291 0,74} — | — 1078} 0,32 | 0,46 


erwarten war — mit der Temperatur wichst. 











Die Tabellen zeigen, daf die GroBe der Ausfillung (in 
der vorliegenden Milchprobe Nr. 4) nicht nur mit der Menge 
des zugesetzten Chlorcalciums, sondern auch — wie es zu 


Aus der Ta- 


belle V ersieht man, da8 beim Chlorcalciumzusatz mehr Kalk 
ausgefallt wird, als der ausgeschiedenen Phosphorsiure (sogar 
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als Tricalciumphosphat berechnet) entspricht, und da diese 
«Kalkdifferenz» mit der Chlorcalciummenge wichst. Es ist 
hiermit bewiesen, dafi der Kalk nicht nur als Phosphat, son- 
dern auch in anderer Form ausgeschieden wird. Direkte Zi- 
tronensdéurebestimmungen haben uns davon tiberzeugt, dai der 
Chlorcalciumzusatz auch eine Ausfallung von Calciumcitraten 
bewirkt.!) Eine Milch mit 2,1 °/oo Citronenséure enthielt nach 
Krwarmung auf 80° mit 1, 5 und 10 °/oo Chlorcalcium 2,0 be- 
ziehungsweise 1,1 und 0,4°/oo l6slicher Citronenséure. Daf 
nach diesem volligen Zusammenbruch der urspriinglichen Salz- 
mischung sich das Dicalciumcaseinat der Milch in d&hnlicher 
Weise wie in den reinen Loésungen durch Chlorcalcium aus- 
fiillen la6t, kann nicht mehr verwundern. 

Was die Labgerinnung der Milech betrifft, so soll nach 
den klassischen Untersuchungen Hammarstens das Casein 
durch das Lab in zwei neue Eiweifstoffe, das Paracasein und 
das Molkenprotein, gespalten werden. Das erstere, welches 
den Hauptteil ausmacht, fiallt so leicht durch lésliche Kalksalze 
aus, dai die geringe Menge derselben, welche in normaler 
Kuhmilech vorhanden ist, hierfiir ausreicht. Nach unseren 
Versuchen labt eine 3°/oige DicalciumecaseinatlOsung, wenn sie 
0,8 °/oo CaCl, enthiélt, ebenso schnell und genau in der gleichen 
Weise wie Kuhmilch.?) Mit kleineren Chlorcalciummengen 
geht die Gerinnung sehr langsam und unvollstandig vor sich. 
Mit weniger als 0,4° 00 CaCl, erleidet die Lésung keine wahr- 
nehmbare Anderung nach dem Labzusatz. Auch Lésungen 
von Mono- oder Tricalciumeaseinat kénnen mit Lab zur Ge- 
rinnung gebracht werden, wenn sie wenigstens die Halfte der 
Chlorcaleiummenge enthalten, welche fiir sich allein Gerinnung 
hervorruft. Natriumcaseinatlbsungen miissen, um mit Lab 


') Da sich die Méglichkeit einer einfachen Adsorption des Chlor- 
calciums an dem ausgeschiedenen Casein von vornherein nicht abweisen 
lieB, haben wir im Filtrate auch Chlorbestimmungen vorgenommen, und 
stets genau den urspriinglichen Chlorgehalt der Milch -- die zugesetzte 
Chlormenge gefunden. 

*) Da das Kischen in diesem Falle nicht von Phosphaten getribt 
ist, wird es nach einiger Zeit (auch unter sterilen Kautelen) vollstandig 
durchsichtig. Es ist in diesem Zustande weich und fadenziehend. 
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zur Gerinnung gebracht zu werden, zuerst mittels Chlorcalciums 
in Calciumeaseinatlésungen tiberfiihrt und dann mit einem Uber- 
schuf an Chlorcalcium versetzt werden. 

Die klare Labmolke von einer Dicalciumcaseinatlésung 
enthalt 5—7°/o des ursprtinglichen Stickstoffes. Eine ihnliche 
Menge léslichen Stickstoffes wird auch bei der Labgerinnung 
der Milch gebildet, was aus der Tabelle VI hervorgeht. Das 
angefiihrte Beispiel riihrt von sterilisierter Milch her, welche 
die reinsten Resultate liefert, indem hier das Albumin und das 
von Saure teilweise ausfallbare Globulin durch die Erhitzung 
ausgeschieden worden sind. Wegen der Sterilisierung gerann 
diese Milch nicht mit der verwendeten geringen Labmenge 
ohne Séurezusatz. Man kann nur den Stickstoffgehalt zweier 
Proben vergleichen, wenn sie beide durch Papier filtriert sind. 
Die Gerinnung ist am vollstaéndigsten mit der Siituremenge, mit 
welcher die Milch am schnellsten filtriert. Auf diesem Punkt 
geht stets am wenigsten Stickstoff in Lésung. 


Tabelle VI. 








Milch 6 (sterilisiert) °/oo Milch- Lislicher N in °o vom Gesamt N 
sdure zugesetz| Mit Lab = Ohne Lab _Differenz 
0 7,25* 5,20" 

1,8 19,25 5, 50* | o 

3,6 16,25 10,75 | 5 

5,4 17,00 =| 10,50 6,5 

7,6 17,25 10.25 | 70 

9,0 21,00 11,25 | 9,8 

13,5 22.75 14,25 | 8.5 

18,0 25,25 144.75 | 105 








Bei diesen Versuchen haben wir die Siéure beziehungs- 
weise die Saéure und das Lab eine Stunde auf die 38° warme 
Milch vor dem Filtrieren einwirken lassen. 

Da, wie ich zuerst gezeigt habe,') das Lab das Para- 


casein allmihlich wieder auflést, ware es anzunehmen, dal 


') Landwirtschaftliches Jahrbuch der Schweiz 1904, S. 403. 
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die Menge des lodslichen Stickstoffes in wesentlichem Grade 
von der Zeit abhangt, welche zum Einlaben und Filtrieren ge- 
braucht wird. Kontrollversuche, bei welchem diese beiden 
Prozesse in weniger als 10 Minuten beendigt waren, gaben 
indessen ebenso hohe Stickstoffzahlen, was beweist, daf die 
weitere durch das Lab hervorgerufene Proteolyse sehr lang- 
sam vor sich geht. Immerhin wird es richtig sein, die ein- 
gedickte Milch kalt und schnell zu filtrieren. 

Nachdem van Dam den Beweis fiir die Parallelitat der 
milchkoagulierenden und caseinlésenden Wirkung des Labes 
geliefert hat,!) laBt es sich wohl kaum mehr bezweifeln, daf 
die Labgerinnung der Milch einfach die erste Phase der Pro- 
teolyse des Caseins ist. Nur von diesem Gesichtspunkte aus 
wird die physiologische Bedeutung der Labgerinnung iiberhaupt 
erklarlich, und man versteht dann auch, warum die Milch 
durch simtliche proteolytische Enzyme zuerst koaguliert wird.?) 
Ist indessen die Spaltung des Caseins in Paracasein und Molken- 
eiweif eine proteolytische, d. h. eine Hydrolyse einer oder 
mehrerer Peptidbindungen, so muf dadurch der Sérensen- 
sche Formoltiter einer Milchprobe oder Dicalciumcaseinatlésung 
steigen.*) Betragt die Caseinmenge (wie bei unseren Versuchen) 
etwa 2,8°/o, und nehmen wir — um auf der sicheren Seite zu 
sein — an, daf das Casein ein ebenso grofes Molekulargewicht 
besitzt wie das Oxyhiimoglobin, d. h. um 16000 herum, so muf 
fiir jede Peptidbindung, welche aufgelést wird, der Formol- 
titer 0,7 steigen, was eine leicht ermefibare Groéfe ist. Wir 
verwendeten so viel Lab, dafi die Gerinnung der 38° warmen 


') Diese Zeitschrift, 1912, Bd. 79, S. 247. 

?) Dies geschieht selbstverstaéndlich nur, wenn man der Milch eine 
fiir die Wirkung des betreffenden Enzyms giinstige H-lonenkonzentration 
beibringt. 

) Mitteilungen des Carlsberg Laboratorium 1907, Bd. 7, S. 1. Unter 
dem Formoltiter der Milch verstehen wir einfach die durch iiberschiissigen 
Formalinzusatz hervorgebrachte Erhéhung des Séuregrades. Per 100 ccm 
Milch wurden 20 ccm neutralen Formalins verwendet. Ebenso wie den 
Titer (Sduregrad) driicken wir auch den Formoltiter in ccm 1/«-Lauge 
per 100 ccm Milch aus. Beispielsweise soll angefiihrt werden, daf eine 
Milch mit dem Sauregrad 6,5 den Formoltiter 6,6, und eine Dicalcium- 
caseinatlésung mit dem Sauregrad 2 den Formoltiter 3,3 zeigte. 
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Milch im Laufe von 5 Minuten begann. Im Momente der Ge- 
rinnung wurde die Milch unter starkem Schiitteln gekiihlt und 
sofort titriert; denn wartet man, bis das Paracasein sich zu- 
sammengeballt hat, ist eine genaue Titrierung unméglich. Die 
Caseinatl6sung (ohne Chlorcalciumzusatz) hat vor der Milch 
den Vorzug, dafi sie durch die Labwirkung nicht gerinnt. 
Unsere saimtlichen Versuche mit Milch und Caseinatlésungen 
zeigten uns nun, dai weder der Titer (Séuregrad) noch der 
Formoltiter (gleichgiiltig ob wir mit Natronlauge oder Baryt- 
wasser titrierten) durch das Lab beeinfluBt wird.') 

Dieses Resultat scheint gegen unsere Auffassung der Lab- 
wirkung zu streiten und deutet eher darauf hin, dal die Spal- 
tung in Paracasein und Molkeneiweif durch die Hydrolyse einer 
im Caseinmolekiil vorkommenden itherartigen Bindung zustande 
kommt.?) Es ist indessen noch die Moéglichkeit vorhanden, 
dai durch die Labwirkung eine Peptidbindung einer solchen 
Aminosdure, gegeniiber welcher die Formoltitrierung versagt, 
aufgelést wird. Da mehrere dieser Korper (z. B. das Prolin) 
von schwacher basischem Charakter als die tibrigen Amino- 
sauren sind, so miissen sie zerbrechliche Stellen im Eiweif- 
molekiil bilden, und ist es deshalb sehr wahrscheinlich, wenn das 
Caseinmolekiil zuerst an einer solchen Stelle auseinander fiillt. 

Wir gehen nun zur Siuregerinnung der Milch iiber. 
Versetzt man eine Dicalciumcaseinatlésung vorsichtig und unter 
Schiitteln mit verdiinnter Séure, so fillt ungefiihr die Halfte 
des Caseins aus, wenn es nur bis zum Monocalciumsalz ent- 
kalkt ist, und ist es deshalb anzunehmen, dai auch die Siaure- 
gerinnung der Mileh vor der volligen Entkalkung des Caseins 
anfaingt. Um dies zu studieren, haben wir den Gehalt der 


') Zu demselben, in meiner (schon 1912 in dinischer Sprache er- 
schienenen) «Bakteriologie in der Milchwirtschaft», (Jena 1913) auf S. 14 
erwahnten Ergebnis soll nach Grimmers milchwirtschaftlichen Referate 
(1914, S. 23) auch Willheim gelangt sein. 

*) In diesem Fall miifte das Lab mit den zuckerspaltenden Enzymen 
am niachsten verwandt sein. Die Hydrolyse einer esterartigen Bindung 
(in welchem Falle das Lab mit den fettspaltenden Enzymen zu _ ver- 
gleichen ware) liegt jedenfalls nicht vor; denn sonst miifite der Saure- 
grad der Milch durch die Labwirkung steigen. 
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Milch an lodslichem Kalk nach Zusatz verschiedener Saure- 
mengen bestimmt. Wir liefben stets die Saure vor dem Filtrieren 
zwei Stunden bei 55° einwirken. Es wurde gleichzeitig die 
Menge léslicher Phosphorsiéure bestimmt. Von den verwendeten 
(verdiinnten) Milchproben enthielten Nr. 5 und 6 aufs aller- 
nachste 2°/o Casein, Nr. 7 dagegen nur 1,6°/o. Hierzu ent- 
sprechen 0,39 beziehungsweise 0,31 °/oo P,O;,!) welche von der 
totalen Phosphorséuremenge der Milch abzuziehen sind, um 
den wirklichen Gehalt an Phosphatphosphorsiure zu erhalten. 
Ia der Kalk und die Phosphorsiiure beim Léslichwerden im 
Filtrate konzentriert werden, muf ihre Menge mit den S. 8 
genannten Faktoren multipliziert werden. In den folgenden 
Tabellen sind ferner unter «Differenz» die Sauremengen auf- 
gefiihrt, welche in den Filtraten nicht wieder gefunden, weil 
sie von den Basen des Caseins gesiéttigt worden sind. Wird 
eine gewisse Menge Siéure der Milch zugesetzt, so verbindet 
sich ein Teil derselben mit den Basen des Caseins; es wird 
aber eine iiquivalente Menge Casein frei, so dafi wir genau 
den urspriinglichen Sauregrad der Milch +- die zugesetzte Saure- 
menge titrieren werden. Im Filtrate finden wir dagegen nicht 
mehr den urspriinglichen Séuregrad des Milchserums -+- die 
zugesetzte Siiuremenge; denn das saure Casein wird ja ab- 
filtriert.2) Da 100g freien Caseins zur Bildung von Dicalcium- 
easeinat 1,55 g CaO, welche 222 cem "/4-Séure entsprechen, 
braucben, so wird zu der volligen Entkalkung von 2 und 
1,6 Teilen Casein (in der Form von Disalz) 4,4 beziehungs- 
weise 3,5 ccm "/4-Séiure erforderlich sein. Die Milch Nr. 5 
wurde mit normaler Salzsiéure versetzt, wahrend zu den an- 
deren Milchproben 4>< normale Milchséure verwendet wurde. 

Aus den Tabellen VII, VIII und IX ersieht man, daf die Ko- 
agulierung der Milch um die Bruttemperatur herum beginnt, bevor 


'‘) Das Casein enthélt nach Hammarsten 1,95°/o P,O,. 

*) Es wird dem Filtrate auch dadurch ein wenig Sdure entzogen, 
dafs Tricalciumphosphat in Dicaleciumphosphat umgebildet wird. Die zu- 
erst zugesetzte Siiure wird vorzugsweise hierzu verbraucht werden. Durch 
grifiere Siiurezusatze liésen sich aber samtliche Phosphate vollstandig, 
und das Filtrat gewinnt wieder die in dieser Weise verlorene Sauremenge. 


























Chemische Untersuchungen tiber die Gerinnung der Milch usw. 


Tabelle VII. 
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Milch 3. 
2° Casein, sterilisiert. 


Gehalt des 
Filtrats an 


Zur Neutralisation von 100 ccm 
Filtrat werden gebraucht 


Durch die 
Entkalkung 
des Caseins 











ccm 1/4 
ay CaO | P,O, Gefunden wane 
loo HCl zugesetzt 09 O90 prenetis u. korrig. Differenz pote 
0 0,40* 0,82 * — | gg _ 
cir. 0,7 0,91* | 1,20* 10,2 6,7* 3,5 
>» 10 1,24 | 1,38 14,2 10,6 3,6 ‘4 
1.6 138 | — 20,2 14,9 5,3 
2,2 144 1,45 26,2 18,2 8,0 
Korrigierter Gehalt der Die Milch mit 1°/oo HCl lief sich durch 


Bren OM. « «se 
Gefundener Gehalt der 
Milch an. 





1,39 | 1,72 


ganz klar; erst mit 1,6°/oo 





Gerinnung vollstandig. 


Tabelle VIII. 


Papier filtrieren; das Filtrat war jedoch nicht 


HCl war die 








Milch 6. 
2°%/o Casein, sterilisiert. 


Gehalt des 
Filtrats an 


Zur Neutralisation von 100 ccm 
Filtrat werden gebraucht 


Durch die Ent- 
kalkung des 











ccm M/4 Caseins wer- 
— CaO | P,O, Gefunden| _. den gebunden 
*/oo Milchséure zugesetzt]| 0/,, fo Berechnet | korrig. Differenz ccm 1/4 
0 0,36*, 0,50*} — g9* | — 
1,8 0,90* 114*] 109 | 7,7* 32 
3.6 137 | 1,32 | 189 14.9 1.0 
54 139) — | 29 | 192 7,7 = 
7,6 140 | 1,35 349 — 26,0 8,9 
9.0 141 | 1,36 429 | 329 | 100 
Korrigierter Gehalt der Die Milch koagulierte mit 3,6°/oo Milch- 
Milch an. 1,42 1,36] sgure und filtrierte noch leicht und klar 


Gefundener Gehalt der 


Milch an. 








1.37 | 1,70 


mit 9°%oo Milchséure. 


aller Kalk in LoOsung gegangen, und speziell, bevor das Casein 
vollig entkalkt ist. In den sterilisierten Milchproben (Nr. 5 und 6) 
wurde das Casein ganz entkalkt, bevor alles Dicalciumphosphat 
in Monocalciumphosphat umgebildet worden war; in der bud- 
disierten Milch (Nr. 7) war dagegen alle Phosphorsaure gelist 
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Tabelle IX. 























Milch 7 Gehall aa 9 Zur Neutralisation von 100 ccm] Durch die 
; ee ee _— Filtrat werden gebraucht Entkalkung 
1,6°/o Casein, buddisiert. | Filtrats an ccm 1/4 des Caseins 
=— oo ) den 
CaO | P,O; Gefunden — 
; . ; aces 5 i Re > ebunden 
oo Milchsdéure zugesetzt | 0/,, | Joo salina u. korrig.. ifferenz yoo nl, 
0 039* 014, — | 32a* | — 
1,8 0,96* 1,26*] 11,2 | 9,2* | 20 
2.7 1,24 | 1,34 15,2 | 13,6 1,6 
3,6 1,29 | 1,34 192 | 160 | 3,2 - 
| 3,0 
5,4 1,30; — 27,2 | 228 | 4,4 
Korrigierter Gehalt der | Die Milch mit 2,7 °/oo Milchsiure lief sich 
ee ee 1,30 | 1,33 ] durch Papier filtrieren; die Filtrierung ging 
Gefundener Gehalt der | jedoch leichter, wenn 3,6°/s0 Milchsaéure 
Mileh an. . . .. . .f 1,26, 1,61 | zugesetzt worden waren. 








zu einem Zeitpunkt, wo das Casein noch an viel Kalk ge- 
bunden war, und wir sehen (in Ubereinstimmung mit der An- 
merkung 2, S. 14) eine deutliche Erniedrigung der Sauredifferenz 
in dem Momente, in welchem die letzte Phosphorsiiure sich 
lost. Aus den Bemerkungen rechts unten in den Tabellen 
geht hervor — wie es auch zu erwarten war —, das die 
vollstiindige Gerinnung der Milch bei der angewandten Tem- 
peratur erst dann eintritt, wenn das Casein fast vollig ent- 
kalkt ist. Von der stiarkeren Salzséiure war eine der schwa- 
cheren Milchséure fiquivalente Menge noétig, um die Milch zur 
Gerinnung zu bringen.') Da die Milch bei hoherer Temperatur 
mit weit geringeren Siuremengen koaguliert, ist es natiirlich 
zu untersuchen, ob die Entkalkung des Caseins modglicherweise 
bei héherer Temperatur leichter vor sich geht. Die Tabelle X 
zeigt, daB dies nicht der Fall ist. Uberall stand die Mischung 
von Milch und Séure zwei Stunden bei der angegebenen 


Temperatur. 


‘) Je mehr Casein die Milch enthalt, desto mehr Saure ist natiir- 
licherweise zu seiner Ausfallung erforderlich. Da wir mit °/4 Milch und 
‘/4 Wasser gearbeitet haben, miissen die Saiuremengen mit */s multipli- 
ziert werden, um auf Milch von gewoéhnlicher Zusammensetzung iiber- 


tragen werden zu kénnen. 
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Tabelle X. 















Milch 8. Gehalt des Filtrats an: 

















1,8°/o Casein, buddisiert. CaO Joo P,0, oo 
°/oo Milchsdure zugesetzt 20° | 60° | 80° | 20° | 60° | 80° 
1,8 0,98*| 1,12 0,92} 1,14*) 1,16| 1,11 
27 1,35 | 1,28) 1,20] 1,38 | 136) — 
5A 1,441 | 1,38 142) — | — | — 
Korrigierter Gehalt der Milch an . 1,39 1,37 
Gefundener Gehalt der Milch an . 1,35 1,68 





Wie bei 35°, so begann die Milch auch bei 20° mit 
2,7°/oo Milchséiure zu koagulieren. Die Gerinnung war jedoch 
erst mit 5,4°/oo volistindig. Bei 60° und 80° dagegen gerann 
die Milch vollstandig mit nur 1,8°/oo Milchséure. Nichtsdesto- 
weniger gehen durch die Saéurebehandlung bei héherer Tem- 
peratur durchaus nicht mehr Kalk und Phosphorséure in L6- 
sung,4) und eine vollstaéndige Entkalkung des Caseins kann 
somit unter diesen Umstiinden keine notwendige Bedingung 
fiir die Gerinnung der Milch sein. Man kénnte deshalb an- 
nehmen, dafi diese Erscheinung lediglich auf der bei héherer 
Temperatur leichter vor sich gehenden Ausflockung der Eiweif- 
korper durch die Wasserstoffionen beruht. Bedenkt man in- 
dessen, dali auch die caseinfillende Fihigkeit der Kalkionen 
mit der Temperatur wachst, und daf der Zusatz einer geringen 
Menge Saéure zu der Milch in erster Linie deren Gehalt an 
loslichen Kalksalzen vermehrt und das Dicalciumcaseinat in 
das durch Kalksalze leichter fillbare Monocalciumcaseinat um- 
wandelt, so sind wir geneigt, die durch Erwirmung der nur 
schwach sauren Milch stattfindende Gerinnung in hdherem 
Maf8e der Kalksalzwirkung als der Saurewirkung zuzuschreiben. 
Bei der Kondensierung der Milch kann sich die Kalkwirkung 
sogar dann geltend machen, wenn auch die Milch vollkommen 





1) In einzelnen Fallen findet mit steigender Temperatur sogar eine 
Abnahme der léslichen Aschenbestandteile statt. Dies ist nur ganz natiir- 
lich, wenn man bedenkt, daf’ durch die Erwarmung Kohlensiure ent- 
weicht und Phosphate und Citrate ausfallen kénnen. 
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frisch ist!) und keine Spur von Milchsiiure enthalt; denn 
durch diesen ProzeB steigt nicht nur die Kalksalzkonzentration, 
sondern auch die Caseinatkonzentration, was, wie erwiihnt, 
beides die Ausscheidung des Caseins beschleunigt. Um dieser 
Ausscheidung entgegenzuwirken, setzt man meistens ein wenig 
Soda zu der Milch, wodurch nicht nur die Wasserstoffionen- 
konzentration herabgesetzt wird, sondern auch Kalksalze aus- 
gefillt werden. 

Zum Schluf wollen wir noch die Loslichkeit des Milch- 
koagels in Salzwasser niher betrachten. Aus Untersuchungen 
von Hart und van Slyke?) und spéter von de Vries und 
Bockhout’) und von van Dam‘) geht es hervor, da Casein 
und Paracasein mit einer gewissen Saéuremenge in 5°/oigem 
Salzwasser loslich, mit grOBeren Siuremengen wieder unloslich 
werden. Da jeder Kiise gesalzen wird, versteht man leicht, 
welche Bedeutung dieser Umstand fiir die Kiéiseausbeute und 
fiir die Konsistenz der Kiisemasse haben kann. Die nebenstehende 
Tabelle zeigt das Verhalten verschiedener Caseinate dem Koch- 
salz gegeniiber. 

Da sich die Di- und Tricaseinate fast vollstandig in reinem 
Wasser lésen (d. h. sich darin so fein verteilen, daf sie sich 
durch gewohnliches Filtrierpapier filtrieren lassen), zeigt diese 
Tabelle nur, daf die Léslichkeit des freien Caseins und Mono- 
calciumcaseinats durch Kochsalz erhéht wird.5) Die Beobachtung 


‘) Es ist von der allergréfiten Bedeutung, dafi die zur Konden- 
sierung verwendete Milch vollkommen frisch ist; denn nicht nur wird 
eine Spur von Saéure, sondern auch die geringste Menge (durch Bak- 
terien gebildetes) Lab beim Eindampfen Gerinnung hervorrufen kénnen, 
indem das Paracasein durch halb so viel Kalk wie das Casein aus- 
geschieden wird. 

*) Nach den Angaben dieser Forscher (New York Agricul. Expt. 
Stat. 1905, Bull. Nr. 261) sind das freie Casein und Paracasein in Salz- 
wasser ldslich, die Verbindungen derselben mit Saéure dagegen unldéslich. 

5) Revue générale du Lait 1909, Bd. 7, Nr. 17 und 18. 

*) Nach van Dam (Onziéme Congrés international de Pharmacie) 
soll die Léslichkeit des Caseins und Paracaseins in Salzwasser lediglich 
von der vorhandenen H-lonenkonzentration abhangen. 

5) Vom Monocalciumeaseinat ging bei Verwendung von 6°/o Casein 
2,77°/o in die wiisserige und 3,35°/o in die salzwasserige Lésung iiber. 
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Tabelle XI. 


i ______ 














Es wurden iiberall 3 g Casein ‘jo | Durch Papier | wanes 
; | NaCl filtriert Chamberlandsche 
per 100 ccm Lésungsmittel per Kerze filtriert 
verwendet gesetzt} enthielt die Liésung °/o Casein 
Paes Ge. kc ee eS 0 0,06 | — 
> 5 0,44 | - 
Monocalciumcaseinat. ......] O 1,56 | -- 
» 3s % * eee 5 2,63 | — 
Dicalciumcaseinat ........) 0 284 | 0,30 
> 5 2,94 | 0,23 
Monocalciummononatriumcaseinat . 0 2,89 0,22 
Tricalciumcaseinat. ...... 0 2,94 0,05 
» 5 2.89 | 0,12 
Dinatriumcaseinat 0 2,99 1,74 
> i + Se eS 1/3 2,99 | 1,19 
. ieee « oe 2 2,99 | 0,07 
> ok ek Ae cae 5 2,99 0,07 
Trinatriumcaseinat. ....... 0 2,96 | 2,20 
» io & @ & ects 5 2,91 | 1,18 








des Versuches zeigt jedoch mehr als die Tabelle. Ahnlich wie 
die Natriumcaseinatlésungen durch Chlorcalciumzusatz nach 
und nach milchig werden, indem sie in Calciumcaseinatlésungen 
ubergehen, so klaren sich umgekehrt diese letzteren durch 
reichlichen Kochsalzzusatz, indem sie in Natriumcaseinat- 
l6sungen umgewandelt werden. Daf dies wirklich stattfindet, 
konnten wir dadurch beweisen, da’ nach Zusatz von 5°/o 
NaCl die ganze Kalkmenge der Calciumcaseinate durch die 
Chamberlandsche Kerze filtrierbar wurden, wahrend nur 
eine d4uferst geringe Menge des Caseins durchging. Vielleicht 
ist die Lésung simtlicher Globuline mittels Kochsalzes in ahn- 
licher Weise zu erkliren. Da von friiheren Forschern gezeigt 
worden ist, dafi sich Natriumcaseinate im Gegensatz zu Calcium- 
caseinaten durch die Kerze filtrieren lassen,'!) so wirkt es 
befremdend, dafi eine kochsalzhaltige Losung von Calcium- 


1) Harris, Arch. of Anat. and Physiol. 1895, Bd. 29, S. 188. 
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caseinat, welche also nach dem vorhergehenden in Wirklichkeit 
eine Natriumcaseinlosung ist, nur wenig durch die Kerze filtrier- 
baren Stickstoffes enthalt. Die obige Tabelle gibt jedoch die Erkla- 
rung: man sieht deutlich, wie der Dispersitatsgrad des Dinatrium- 
caseinats durch steigende Kochsalzmengen herabgesetzt wird. 

Auch Chlorealcium gegeniiber verhalt sich eine kochsalz- 
haltige Losung von Dicalciumcaseinat wie eine wéasserige 
Dinatriumcaseinatl6sung; nur geht bei Zimmertemperatur die 
Triibung und Ausfillung langsamer vor sich. Eine kochsalz- 
haltige Losung von Monocalciumcaseinat braucht dagegen zur 
Ausfallung viel mehr Chlorcalcium (12 statt 2°/0oo) als eine 
reine wisserige Mononatriumcaseinatl6sung. Sehr eigentiimlich 
verhalten sich die Paracaseinate in Salzwasser. Sie werden 
wie gewoOhnlich aus den entsprechenden Caseinatlésungen bei 
30°—40° durch kleine Chlorcalcium- und Labmengen aus- 
geschieden,!) bei Zimmertemperatur Iésen sie sich aber wieder. 
Der Prozefs laBt sich wiederholen, so oft man wiinscht. Durch 
Krhohung der Chlorcalciummenge (nach Einwirkung des Labes) 
auf 6°/oo bleibt das Dicalciumparacaseinat auch in der Kalte 
ausgeschieden, das Monocalciumparacaseinat geht dagegen stets 
-— unabhingig von der Chlorcalciummenge — durch Abkiihlen 
wieder in Losung. 

Was nun die Milch selbst betrifft, so mu8 man bedenken, 
dafi dieselbe lésliche Kalksalze (und eventuell auch andere 
Stoffe) enthalt, welche der durch Kochsalz verursachten Uber- 
fiihrung der Calciumcaseinate in Natriumcaseinate entgegen- 
wirken. Da, wie wir soeben gesehen haben, die Dicalcium- 
caseinatlésung dieser Wirkung gegeniiber empfindlicher ist 
als die Monocalciumcaseinatldsung, so kann es nicht ver- 
wundern, daf die Milch sich nicht durch Kochsalz_allein 
klaren laéBt, sondern erst, wenn man ihr gleichzeitig so viel 
Siiure zusetzt, daB das Dicalciumcaseinat in Monocalcium- 
caseinat umgewandelt wird. In gleicher Weise verhalt sich 
auch die mit Lab behandelte Milch. Diese Tatsachen sind 
in der folgenden Tabelle zahlengemé} ausgedriickt. 


') Die klare, bei 40° abfiltrierte Molke enthielt aber noch tiber 
ein Drittel des Caseinstoffes. 
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Unf diese Tabelle zu verstehen, miissen wir erinnern, 
daf das Casein der zwei Milchproben erst vollig entkalkt sein 
kann, wenn 4,4 beziehungsweise 3,5 ccm ®/4-Séure gebunden 
sind (siehe die Sauredifferenzen der Tabelle VIII und IX), was 
einem Zusatz von 4°/oo Milchséure entsprechen wiirde. Um 
diesen Punkt herum niihern wir uns aber bereits dem Minimum 
der Salzwasserloslichkeit der Eiweibstoffe. Das Maximum der 
Salzwasserloslichkeit entsteht mit ungefiihr der halben Saure- 
menge, also um den Punkt herum, wo das Casein sich als 
Monocalciumsalz befindet.1) Da die Phosphate auch etwas 
Siure binden (siehe die Anmerkung 2, S. 14), ist es sehr 
schwer, den giinstigsten Saéurezusatz im voraus zu berechnen. 
Bei der Milch 6 haben wir sie nicht, bei der Milch 7 dagegen 
gerade auf den Punkt getroffen. Durch gréfere Saéuremengen, 
als zur Entkalkung des Caseins notig sind, werden bekannt- 
lich aus dem Casein und Paracasein wasserlésliche Acidalbu- 
mine gebildet. Die Tabelle XII zeigt, daf dieselben in 5°/o 
haltigem Salzwasser noch unloslicher sind als das freie Casein 
und Paracasein. 

Den Einflu8, welchen die Temperatur auf die Salzwasser- 
léslichkeit der Paracaseinate ausiibt, findet man merkwiirdiger- 
weise nicht in der Milch wieder. Dieselbe mit 5°/o Kochsalz 
und Lab versetzt bleibt auch beim Abkihlen geronnen, und 
gerinnt iiberhaupt nicht, sondern halt sich auch bei Brut- 
temperatur vollstindig durchsichtig, wenn ihr auferdem die 
zur Bildung von Monocalciumcaseinat nétige Sauremenge zu- 
gesetzt wird. Noch merkwiirdiger verhalt sich der Kase, bei 
welchem, wie bereits Hart und van Slyke gezeigt haben, 
das Léslichkeitsmaximum in Salzwasser bei 50—55° liegt. 
Nach unseren Untersuchungen ist es besonders bei Tempera- 
turen unter 10°, daB die Kéisemasse mit dem Salzwasser eine 
Gallerte hildet, anstatt in richtige Losung zu gehen. Es geht 
von einem Kise um so mehr in Losung, je mehr Salzwasser 
verwendet wird; denn durch die Verdiinnung eliminiert man 
nach und nach die Wirkung der in der Kisemasse vorhandenen 


') Diese Tatsache habe ich bereits in «Die Bakteriologie in der 
Milchwirtschaft»>, Jena 1913, S. 129 erwihnt. 
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Kalksalze (Lactate, Phosphate und Citrate), so daf nicht nur 
Monocalcium-, sondern auch Dicalciumparacaseinat gelost wird. 
Bedenkt man ferner, dab die Salzwasserlislichkeit des Kises 
nicht nur durch zu wenig, sondern auch durch zu viel Séure 
vermindert wird, so kénnen wir der von amerikanischer Seite 
vorgeschlagenen Bestimmung vom salzwasserloéslichen Stick- 
stoff nicht viel Wert beilegen. 

In der Milch liegt die maximale Léslichkeit des Mono- 
calciumcaseinats (beziehungsweise -paracaseinats) bei einem 
Chlornatriumgehalt von 5—-10°/o. Mit gréSeren Salzmengen 
nimmt die Loslichkeit bald ab, und das Monocalciumcaseinat 
laBt sich aus der Milch ebenso vollstandig aussalzen wie das 
Dicalciumcaseinat.!) Ein Gehalt der Milch von 25°/o NaCl 
reicht hierfiir aus. Die in der Kaserei verwendete Salzlake 
mus aber auch mindestens diese Konzentration haben, denn 
in diinnerer Lake werden die Kase schmierig wegen beginnen- 
der Auflésung des Monocalciumparacaseinats. Ist die diinne 
Lake frisch bereitet und folglich kalkarm, so wird sie sogar 
auf das Dicalciumparacaseinat lésend wirken kénnen. Wenn 
die Kisemasse vor dem Formen (also im Bruch) gesalzen 
wird, leuchtet es ein, dafi der Verlust an Eiweifsubstanz um 
so groBer sein wird, je reicher an Molke und Monocalcium- 


paracaseinat sie ist. 


Zusammenfassung. 


1. Wenn das Kasein der Milch — im Gegensatz zu dem 
der reinen DicalciumcaseinatlOsungen — erst in der Wirme 
von Chlorealecium gefallt wird, so ist dies dem Gehalt der 
Milch an Citraten und méglicherweise auch an anderen Salzen 
zuzuschreiben. 

2. Die mit der Labwirkung einhergehende Eiweifispaltung 
ist nicht von einer Erhdhung des Formoltiters der Milch be- 
gleitet. 





1) Nach den Untersuchungen von Schmidt-Nielsen (Videnskabs- 
Selskabets Skrifter I, Christiania 1908, Nr. 9) sind die Kalksalze der Milch 
notwendig fiir das Aussalzen, denn reine Caseinatlésungen lassen sich 
von kalkfreiem Kochsalz nicht aussalzen. 
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3. Bei 35° beginnt die Koagulierung der Milch mit Saure, 
bevor das Casein vollig entkalkt ist. Die bei héherer Tempe- 
ratur stattfindende sogenannte Sduregerinnung der nur schwach 
sauren Milch ist eher als eine durch Kalksalze hervorgerufene 
Gerinnung aufzufassen. 

4, Calciumeaseinate und -paracaseinate bilden mit Salz- 
wasser klare Lésungen, indem sie in Natriumcaseinate umge- 
wandelt werden. Die in der Milch vorkommenden loslichen 
Kalksalze hindern indessen die Losung der Dicalciumsalze, so 
daB hier nur Monocalciumcaseinat und -paracaseinat in Losung 


gehen. 






































Ober die Nicht-Existenz der «Uroleucinsdure>.') 
Ven 
Adolf Oswald, Ziirich. 


Der Redaktion zugegangen am 17. November 1914.) 


Im Jahre 1889 beschrieb Kirk?) unterdem Namen<Uroleucin- 
siure» eine aus Alkaptonharn gewonnene Siiure, welche die 
spezifischen Eigenschaften des Alkaptonharns in sich barg. Sie 
schmolz bei «circa» 133,3°%) und gab analysenwerte, die auf 
die empirische Formel C,H,,0, passten.‘) Eine nahere Identifi- 
zierung hat er nicht vorgenommen. Im Jahre 1891 stellten 
Wolkow und Baumann5) aus dem Harn von an der gleichen 
Stoffwechselanomalie Leidenden Homogentisinsiiure dar, eine 
durch die Synthese als Hydrochinonessigsiure charakterisierte 
Sdure. Da deren empirische Formel C,H,O, betrug®) und ihr 
Schmelzpunkt bei 148° lag, so war sie mit jener nicht identisch. 

Homogentisinsiure ist bisher in allen Fallen von Alkapton- 
urie gefunden worden — es sind ca. 75 Faille in der Literatur 
beschrieben -— Uroleucinséure dagegen seit der Entdeckung 





1) Diese Untersuchungen sind zum groéfsten Teil seiner Zeit im 
Agrikulturchemischen Laboratorium der Eidgendssischen Technischen 
Hochschule angestellt worden. Die letzten Analysen wurden im pharma- 
kologischen Institut ausgefiihrt. 

*) R. Kirk, On anew new acid found in human urine which darkens 
with alkalies (alcaptonuria), Journ. of Anat. and Physiol, Bd. 23, S. 69 
(1889). 

3) «about 133,5° C.» 

4) C = 54,45 °/o, H = 4,98 %o. (Berechnet fiir C,H,,O, : C = 54,54°/o, 
H = 5,05 °/o). 

5) M. Wolkow und E. Baumann, Uber das Wesen der Alkap- 
tonurie, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 15, S. 228 (1891). 

6) C= 57,36 %/o, a= 5,28 °o, (Berechnet fiir C.H,0, :C= 57,14°%/o, 
H = 4,76 °o). 
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der Homogentisinséure nur in zweien. Das eine Mal von 
Huppert!) in einer Probe des Kirkschen Originalpraéparates, 
aus dem er allerdings zuvor eine grofé Menge von Homogen- 
tisinsaure gewonnen hatte.?) Das zweite Mal von Langstein 
und Meyer’) bei einem anderen Alkaptonuriker. Sie fanden 
sie nach dem Huppertschen Verfahren zeitweise neben 
Homogentisinséure, jedoch in so geringer Ausbeute, daf sie 
nach ihrer Aussage nur fiir eine Schmelzpunktbestim- 
mung und die Vornahme einiger Reaktionen ausreichte. Eine 
Elementaranalyse hat Huppert nicht vorgenommen, trotzdem 
ihm ca. 2 g der Siéure zur Verfiigung standen, sondern auf 
Grund einer anniihernden Ubereinstimmung des Schmelzpunktes 
seines KOrpers mit dem Kirks eine Identitét beider ohne wei- 
teres angenommen. Hupperts Korper schmolz bei 131,5°. 4) 
Die Kirksche Elementarformel passte auf eine Trioxyphenyl- 
propionsiiure oder eine Hydrochinonmilchséiure. Da er durch 
Oxydation des methylierten Produktes mittelst Kaliumperman- 
ganates Dimethylgentisinsiure erhielt, genau wie auch bei der 
Oxydation der methylierten Homogentisinséure, so nahm 
Huppert an, die fragliche Saéure enthalte im Kern nur zwel 
alkoholische Hydroxylgruppen und die dritte befinde sich in der 
Seitenkette. Er erklirte sie darum als Hydrochinonmilchsaure. 
Eine Priifung seiner Auffassung durch die synthetische Dar- 
stellung hat er nicht vorgenommen. Diese stellten spiter Neu- 
bauer und Flatow®) an. Sie fanden dabei, da synthetisch 
dargestellte Hydrochinonmilchsaure nicht die gleichen chemischen 


‘) Huppert, Uber die Alkaptonsauren, Zeitschr. f. physiol. Chemie, 
Bd. 23, S. 412 (1897). 

) Huppert (loc. cit.) spricht ganz beiliufig von einem friiheren 
Priparat von Uroleucinsaiure, das er dargestellt hatte. Ob das auf einen 
dritten Fall zu beziehen wire, ist nicht deutlich ausgesprochen. 

’) L, Langstein und E. Meyer, Beitrag zur Kenntnis der Al- 
kaptonurie. Deutsch. Arch. f. klin. Med. Bd. 78, S. 161 (19083). 

‘) Huppert gibt zwar irrtiimlicherweise den von Kirk gefundenen 
Schmelzpunkt als bei 130,3° liegend an. Das andere Praparat “eines 
schmolz nach seiner Angabe bei 133°. 

5) 0. Neubauer und L. Flatow, Synthesen von Alkaptonsiéuren, 
Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 52, S. 375 (1907). 
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Eigenschaften besitzt, wie der von Hu ppert untersuchte Korper. 
Damit wurde die Konstitution des letzteren wieder ganz un- 
gewifi. Aufgefallen war schon Huppert und Kirk und spiter 
Langstein und Meyer!), daf der fragliche Kérper die Ebene 
des polarisierten Lichtes nicht drehte, wahrend doch Substanzen 
mit einem asymmetrischen Kohlenstoffatom, wie Hydrochinon- 
milchsdure eines besitzt, im Organismus nicht in der Racem- 
form, sondern in einer der beiden aktiven Formen aufzutreten 
pflegen (bisher nur mit einer einzigen Ausnahme). 

In neuerer Zeit ist Uroleucinséure trotz minutidsen Suchens 
nicht mehr gefunden worden. Huppert hat sie in einem anderen 
Fall vergeblich gesucht und nur Homogentisinsiiure gefunden. 
Auch in dem von Langstein und Meyer seiner Zeit unter- 
suchten Fall konnten sie spiter Neubauer und Falta?) nicht 
mehr finden. 

Durch diese negativen Befunde entstanden allmahlich 
Zweifel an der tatséchlichen Existenz der Uroleucinséure und 
sicherlich wiiren solche schon friiher aufgetreten, wenn nicht 
ein Forscher von der Qualitat Hupperts sich so bestimmt 
im positiven Sinne ausgedriickt hatte. Man mubite sich fragen, 
ob die vermeintliche Uroleucinsaéure nicht eine verunreinigte 
Homogentisinséure gewesen sei. Diese Meinung gewann an 
Boden, als Garrod und Hurthley*) aus dem Harn eines 
Patienten, aus dem sie nach anderer, zuverlissigerer Methode 
bei wiederholter, auf einen Zeitraum von mehreren Jahren 
sich erstreckender Untersuchung umsonst nach Uroleucinsiiure 
gefahndet hatten, nach dem von Kirk befolgten Verfahren ein 
Praparat erhielten, das dem Kirkschen KOrper entsprach. Es 
schien somit nur die Methodik am Befunde der «Uroleucin- 
siure» Schuld zu sein. Garrod und Hurthley priiften danach 
auch den seiner Zeit von Kirk untersuchten Fall, der noch 


1) Loc. cit. 

2) Neubauer und Falta, Uber das Schicksal einiger aromatischer 
Séuren bei der Alkaptonurie, Zeitschr. f. physiol. Chemie, Bd. 42, S. 81 
(1904). 

5) A. E. Garrod und W. H. Hurthley, On the supposed occu- 
rence of uroleucic acid in the urine in some cases of alcaptonuria, 
Journ. of Physiol. Bd. 36, S. 136 (1907). 
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am Leben und inzwischen vom Kinde zum Mann herange- 
wachsen war, und fanden mit der von ihnen angewendeten, 
durchaus einwandfreien Methodik nur Homogentisinséure und 
keine weitere Alkaptonséure, wiéhrend Kirk seiner Zeit von 
dem Patienten miihelos grofe Mengen seiner Saure erhalten 
hatte. Damit durfte man die Frage nach der Existenz der Uro- 
leucinsdure als im negativem Sinne erledigt betrachten. Trotz 
alledem blieb aber freilich der Befund Hupperts einer bei 
131,5° schmelzenden Siéiure unaufgeklart. 

Ich habe zufillig den Alkaptonuriker, der s. Z. Lang- 
stein und Meyer zu ihren Untersuchungen gedient hatte, 
unter die Hande bekommen. Der Patient lag auf der hiesigen 
medizinischen Klinik und Prof. Eichhorst hatte die Liebens- 
wirdigkeit, mir zu gestatten, den Harn von ca. 14 Tagen zu 
sammeln. Es sei mir erlaubt, auch an dieser Stelle Herrn 
Prof. Eichhorst hierfiir zu danken. Ich habe mir zur Auf- 
gabe gemacht, nochmals zu priifen, ob sich eventuell «Uro- 
leucinsiure» darin nachweisen liefe, und wenn das nicht der 
Fall sein sollte, ob sich unter Umstinden Anhaltspunkte dafiir 
finden lieben, wie Hupperts Befunde zu erkliren seien. Ich 
will gleich vorwegnehmen, daf ich die Gegenwart eines Stoffes 
mit den Eigenschaften der Uroleucinséiure in meinem Falle 
mit Sicherheit habe ausschlieBen kénnen. Was den zweiten 
Punkt anbelangt, so erzielte ich bei der Untersuchung von 
Hupperts Originalpriiparaten, zu der ich aus gleich anzu- 
fiihrenden Griinden veranlaft wurde, hdchst unerwartete Re- 
sultate, die die Existenz der Uroleucinsiéure als nichtig er- 
kennen lieBen. Doch will ich in meiner Schilderung dem Gange 
der Untersuchungen folgen. Sie gestalteten sich folgendermafen. 

Der Harn des Mannes wurde wahrend 16 Tagen ge- 
sammelt, und um die Ausbeute an Alkaptonsaéure zu _ ver- 
mehren, wurden ihm aufer einer eiweiBbreichen Kost tiéglich 
2—3g Tyrosin nach der Vorschrift Mittelbachs!) in zwei 
resp. drei Gaben mit der Nahrung verabreicht. Der Harn 
wurde in Tagesportionen verarbeitet und zwar nach dem Ver- 


') E. Mittelbach, Ein Beitrag zur Kenntnis der Alkaptonurie, 
Deutsch. Arch. f. klin. Medizin, Bd. 71, S. 50 (1901). 
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fahren Garrods.') Er wurde auf freier Flamme bis beinahe 
zum Sieden erhitzt und heif mit je 100 g neutralem Bleiacetat 
in Substanz versetzt, danach heifi von dem gebildeten Nieder- 
schlag abfiltriert und in den Eisschrank gestellt. Nach 24 Stunden 
wurden die grofen, oft zu ausgedehnten Rasen vereinigten 
Drusen von zentimeterlangen braunen Krystallen von homo- 
gentisinsaurem Blei abfiltriert. Zur Identifizierung wurde ein 
kleiner Teil zu Pulver zerrieben, in Ather aufgeschwemmt und 
durch Einleiten von Schwefelwasserstoff vom Blei getrennt, 
das Schwefelblei abfiltriert und die farblose iitherische L6sung 
an der Luft eindunsten gelassen. Die alsdann ausgeschiedenen 
Krystalle wurden in Wasser aufgenommen, mit etwas Tierkohle 
bei méBigem Erwiirmen behandelt und das Filtrat langsam im 
Vakuum tiber Schwefelsiture eindunsten gelassen. Es schieden 
sich schéne Krystalle aus, die, getrocknet und vom Krystall- 
wasser befreit den Schmelzpunkt der Homogentisinsiure 
zeigten (148°). 

Die vom homogentisinsauren Blei getrennten Mutterlaugen 
wurden vereinigt, durch Einleiten vom Schwefelwasserstoff vom 
Blei befreit und das Filtrat anfiinglich auf dem Wasserbad 
bei niederer Temperatur und spiiter im Vakuum bei 40° bis 
zum diunnfliissigen Sirup eingedunstet. Nach dem Abkiihlen 
wurde der dunkle Sirup mit Ather vielmals ausgeschiittelt und 
zwar so oft als noch etwas in Lésung ging. Die itherischen 
Losungen liefen beim Eindunsten einen dunkelbraunen, mit 
langen, nadelfOrmigen Krystallen untermengten Sirup zuriick. 
In Ather, Athyl- und Methylalkohol, Essigester ging sowohl 
Sirup wie Krystalle tiber, dagegen nahm Benzol nur die 
Krystalle unter hellkirschroter Firbung nicht aber den Sirup 
auf. Beim Eintrocknen schieden sich die Krystalle gréftenteils 
als nur noch schwach gefarbte, feste Nadeln aus, wihrend 
der Farbstoff sich fast vollstaéndig als braune Masse gegen 
die Peripherie des Krystallbelages verzog. Auch in Chloroform, 
Schwefelkohlenstoff und Aceton lésten sich die Krystalle leicht, 


1) A. E. Garrod, Alcaptonuria: a simple method for the extraction 
of homogentisic acid from the urine. Journ. of Physiol. Bd. 23, S. 512 
(1899). 
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dagegen sthwer in Wasser, verdiinnten Alkalien und Sauren. 
Bei der Aufnahme in Aceton blieb eine geringe Menge kleiner, 
weifier, derber Krystalle zuriick. Es wurde darum die ganze 
Portion des Rohproduktes mit Aceton behandelt. Die Gesamt- 
menge der zuriickgebliebenen Krystalle reichte gerade zu einer 
Schmelzpunktbestimmung aus. Dieser lag bei 115°. Weiteres 
konnte tiber diese Fraktion nicht festgestellt werden. Die nach 
Eindunsten des Acetons sich ausscheidenden Nadeln wurden 
von anhaftendem Farbstoff durch Behandeln der methylalko- 
holischen Loésung mit Tierkohle befreit. Durch Versetzen des 
Filtrates mit Wasser bis zur beginnenden Triibung schieden 
sich schneeweise bis zu 2'/2 em lange Nadeln aus. Wurde 
die Fillung rasch vorgenommen, so schlug sich die Substanz 
dagegen in Form diinner Schuppen nieder. Der Schmelzpunkt 
lag bei 123°. 

Auf diese Weise wurden ziemlich viel Verluste erlitten 
und da die Ausbeute so wie so nur sehr gering war, mubte 
ein weniger verlustreicher Weg zur Darstellung eingeschlagen 
werden. Da sich kein Lésungsmittel finden lief, das die Krystalle 
ohne die letzten Verunreinigungen aufnahm, so wurde der 
K6rper mit nur geringen Verlusten auf folgende Weise erhalten. 
Beim langsamen Eindunsten der benzolischen LOsung in der 
Glasschale schieden sich die Krystalle in der Mitte der Schale 
stets schneeweifh aus, wihrend die randstindigen Partien 
allein gefirbt blieben. Es wurden daher stets letztere mit dem 
Spatel entfernt und abermals in Benzol gelést, und die gleiche 
Prozedur so lange wiederholt, bis fast alle Krystalle in schnee- 
weiliem Zustande erhalten wurden. Auch das so gewonnene 
Produkt schmolz bei 123° und stellte lange weiBe Nadeln dar. 
Sie zeigten die oben angegebenen Léslichkeitsverhdltnisse. Ihre 
Menge betrug 0,6 g. Sie waren stickstoffrei. Eine Elementar- 
analyse ergab Werte fiir C,H,Q,. 


0,1528 g Substanz = 0,3853 g CO, und 0,0676 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,O,: Gefunden : 
C. = 68,85°/o 68,77 °/o 
H= 4,91°/o 4,95 °/o. 
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Somit handelte es sich um Benzoésiiure, die wohl durch 
das lange Einengen auf dem Wasserbade in saurer Lésung 
aus Hippurséure abgespalten worden war. kin Gemenge 
der Krystalle mit kéuflicher reiner Benzoésiiure schmolz 
bei 121°. 

Aus dem dunkelbraunen Sirup, der Mutterlauge der 
Benzoésdure, schieden sich keine Homogentisinsiiure und auch 
keine anderen Krystalle mehr aus. Eine als Uroleucinsiure 
anzusehende Krystallfraktion war nicht erhiltlich. 

Auf iihnliche Weise, wie soeben beschrieben, hat Huppert 
seine Uroleucinsiure erhalten, d. h. er schied gleichfalls Homo- 
gentisinsiiure als Bleisalz mit Bleiacetat aus, entfernte das tiber- 
schiissige Blei mit Schwefelwasserstoff und schiittelte die ein- 
geengten Filtrate mit Ather aus. Dabei schildert er, daB schon 
in dem bis zum Syrup eingeengten Filtrate des Schwefelbleies 
an der Oberfliiche strahlenformige Krystalle sich ausschieden, 
die sich dann leicht in Ather lésen. Beim Eindunsten des 
Athers gewann er dann das Produkt, das er als Uroleucin- 
siure ansah. 

Es stellte sich nun die Frage, ob Hupperts Uroleucin- 
siure nicht etwa mit Benzoésaure verunreinigte Homogentisin- 
siure gewesen sei. Tatsachlich erhielt ich beim Vermischen 
von zwei Teilen Homogentisinséure und einem Teil Benzoé- 
siure ein Gemenge, das bei 130° oder 131° schmolz, je nach- 
dem etwas mehr oder weniger Benzoéséure im Vergleiche zur 
Homogentisinsiure verwendet wurde. Um diese Frage aufzu- 
klaren, wandte ich mich an Herrn Prof. v. Zeynek, in 
dessen Institut seiner persénlichen Mitteilung zufolge die alten 
Praparate Hupperts aufbewahrt waren. Herr Prof. v. Zeynek 
stellte mir in sehr liebenswtirdiger Weise alle Praparate 
Hupperts, drei an der Zahl, zur Verfiigung. Es sei mir ge- 
stattet, ihm auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank 
dafiir auszusprechen. Beim Anblick der Priparate fiel mir so- 
gleich die Ahnlichkeit derselben mit verwitterter Homogentisin- 
saure auf, wie sie beim Stehen an der Luft schon nach einigen 
Wochen aussieht. Es waren (PraéparatI) groBe milchige, grau- 
gelblichweiBe, opake Krystalle. Die beiden anderen Priparate 
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stellten nieht charakterische, hellgraubraune Pulver dar. Ihrer 
Menge nach betrug Praparat I 0,49 g, Praparat II 0,1 g und 
Priiparat III 0,45 g. Praparat I war eigenhandig von Professor 
v. Zeynek aus den von Huppert signierten Originalflaéschchen 
entnommen und verpackt worden. Praparat II und III befanden 
sich noch in den von der Hand Hupperts gezeichneten Glasern, 
welche seit dessen Tod sollen nie gedffnet worden sein. Bei 
der Schmelzpunktbestimmung erlebte ich die Uberraschung, zu 
konstatieren, dai Priiparat I bei 148° schmolz, wéhrend, wie 
wir gesehen haben, Huppert fiir die Uroleucinséure 131,5° an- 
gegeben hatte, Priparat If schmolz bei 149° und Praparat III 
bei 146°. Da die letzteren gefiirbt waren, stellte der etwas 
abweichende Schmelzpunkt nichts Uberraschendes dar. 

Nach diesem auffalligen Befunde hatte die zunichst ge- 
hegte Auffassung einer Verunreinigung des Praparates mit 
Benzoésiure nicht viel Wahrscheinlichkeit fiir sich. Dennoch 
wurde ein Teil von Praéparat I mit Benzol behandelt. Dabei 
ging aus den zu Pulver zerriebenen Krystallen in Spuren eine 
hellgraugelbe Substanz tiber, welche den Schmelzpunkt 148° 
zeigte. Aus Priiparat II ging ebenfalls in Spuren eine Substanz 
mit dem Schmelzpunkt 147° iiber, wihrend aus Priparat II, 
auch nur spurenhaft, eine hellgraugelbe Substanz tiberging, 
welche bei 188° schmolz. Siedendes Benzol nahm eine Substanz 
auf, welche beim Verdunsten desselben in schénen Krystillchen 
zuriickblieb, die bei 146° schmolzen. Ein Korper vom Schmelz- 
punkt der Benzoésiéure (121°) war nicht erhaltlich. 

Da Priiparat II und III in Pulverform waren, wurde ver- 
sucht sie zu krystallisieren. Zu diesem Behufe wurden sie in 
kaltem Wasser aufgenommen, in dem sie sich bis auf vor- 
handene Filterfasern mit marsalagelber Farbe glatt lésten, und 
mit etwas Tierkohle bei gelindem erwaérmen behandelt. Die 
hellgelben Filtrate schieden beim spontanen Eindunsten an der 
Luft schOne Krystalle aus von derselben Form, wie die des 
Priiparates I. Der Schmelzpunkt lag bei beiden nach 24stiin- 
digem Trocknen im Vakuum tiber Schwefelséure bei 148°. 

Zur weiteren Aufklirung wurde PraparatI einer Elementar- 
analyse unterworfen. Dabei erhielt ich folgende Werte: 
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0,3617 g Substanz ergaben 0,7540 g CO, und 0O,1553 g 
H,O = 0,2056 g C und 0,0172 g H, somit: 

56,84 °/o C und 4,75 °/o H. 
Berechnet fiir Homogentisinséure: 57,14 °/o C und 4,76 °/o H. 

Damit ist erwiesen, daB die Originalpraiparate Hupperts, 
auf welche sich die Existenz der «Uroleucinsiiure» griindet, 
aus reiner Homogentisinséure bestanden, und damit ist die 
Nichtexistenz derselben dargetan. 

Da nun Hupperts Originalpriparate aus den Original- 
praparaten Kirks stammten und nur dadurch erhalten waren, 
dai Huppert aus ihnen vorher Homogentisinsiure gewonnen 
hatte, so ist im weiteren erwiesen, daf auch Kirks Priiparate 
aus Homogentisinsaure bestanden. Damit ist die Lehre von der 
Existenz der «Uroleucinsaéure» auch ihrer letzten Stiitze beraubt. 

Es blieb nun aufzukléren, wieso das gleiche Priparat in 
den Hainden Hupperts einen niedrigeren Schmelzpunkt er- 
geben hatte, als in den meinen. Mit Riicksicht darauf, daB 
Homogentisinsiure leicht in ihr Lakton itibergeht, hiitte es sein 
kénnen, daf ein Teil des Préparates sich in dieser Weise um- 
gewandelt hitte. Da das Lakton in kaltem Wasser und Alkohol 
schwer léslich ist, wurde die Léslichkeit in diesen Solventien 
gepriift. Alle drei Praiparate lésten sich jedoch giatt und leicht 
darin. Den niederigen Schmelzpunkt Hupperts kann ich mir 
nur so erkliren — so schwer es auch halt, das fiir einen 
Forscher wie Huppert anzunehmen — dal seine Praparate 
nicht ganz von Krystallwasser befreit waren, welches sie dann 
im Laufe der Jahre verloren.') 


') Ich will nicht unterlassen, noch auf einen Punkt aufmerksam 
zu machen, den schon Garrod hervorhob. Huppert hatte ohne weiteres 
fiir sein Praparat die Zusammensetzung angenommen, die Kirk fiir seine 
«Uroleucinsiure> angegeben hatte. Dabei konnte aber sein Praparat, 
selbst wenn es eine solche gegeben hatte, gar nicht identisch mit dem 
Kirks sein, denn nach seinem eigenen Befund bestand das Kirksche 
Originalpriparat, von dem sein eigenes Material herriihrte, zu einem 
grofen Teil aus Homogentisinséure, womit der Rest, den er als «Uro- 
leucinsiure» ansah, eine andere Zusammensetzung hatte haben miissen 
als Kirks Siure. 











Gewinnung einer diastatisch wirksamen Substanz 
aus Milchzucker. 


XII. Mitteilung. 
Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 25. November 1914.) 





In friiheren Abhandlungen') konnte ich zeigen, daf 
Diastasepraparate, weiche durch Aufkochen ihrer Lésung un- 
wirksam gemacht worden sind, in geringem Grade wieder 
diastatisch wirksam werden, wenn man sie aus der Losung in 
festem Zustande abscheidet, dann mit trockenem Chlorwasser- 
stoffgase behandelt und durch langer dauerndes Aufbewahren 
in luftverdiinntem Raume bei Gegenwart einer alkalischen 
Substanz von Chlorwasserstoff befreit (Auspumpverfahren), 
oder wenn man die in trockenem Zustande abgeschiedenen 
Priparate mit trockenem Chlorwasserstoffgas und darauf mit 
trockenem Ammoniakgas behandelt. 

Aus dem anderweitigen Verhalten der «gekochten» Dia- 
stasepriiparate mubte ich schlieBen, daB jene Atomgruppe, 
welche in dem wirksamen Priiparate die diastatische Wirkung 
hervorbringt, aber beim Kochen derart chemisch verandert 
wird, daB sie diastatisch nicht mehr wirkt, bei der Behandlung 
mit Chlorwasserstoff gar nicht angegriffen wird. 

Wenn dieser Schlu8 richtig ist und trotzdem durch Ein- 
wirkung von Chlorwasserstoff die Entstehung eines wirksamen 
Diastasepriparates aus einem durch Kochen unwirksam ge- 
wordenen angebahnt wird, so mufte ich vermuten, da der 
Chlorwasserstoff eine Atomgruppe angreift, welche bisher mit 
diastatischer Wirkung tiberhaupt nichts zu tun hatte, aber 
durch das nachfolgende Auspumpen einerseits, die Ammoniak- 
behandlung anderseits zu einer diastatisch wirksamen Atom- 
gruppe wird. Ich vermutete also, daf durch die genannten Ein- 
wirkungen diastatisch wirksame Atomgruppen gewissermafen 


') Diese Zeitschr., Bd. 86, S. 322 und Bd. 87, S. 115. 
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neu geschaffen werden, und habe diese Vermutung auch in 
den zitierten Abhandlungen geaufert. 

Ich durfte damals umso eher diese Vermutung duBern, 
als ich zur selben Zeit schon einen Weg beschritten hatte, 
der nihere Aufklirung versprach, weil er aus Stoffen von be- 
kannter Konstitution zu Praparaten fiihrte, welche zwar nur 
geringe, aber trotzdem deutlich erkennbare diastatische Wir- 
kung dufBerten. 

Ein Zufall hatte mich auf diesen Weg gebracht. 

Die aus dem Handel bezogenen Diastasepraparate, welche 
ich nebst gereinigten Priparaten zu meinen Versuchen ver- 
wendet hatte, waren mit Milchzucker vermengt und im Ver- 
laufe der Versuche zeigte es sich, dafi diese Beimengung von 
Milchzucker fiir die Diastasewirkung nicht gleichgiiltig war, sie 
schien im allgemeinen das Wirksamwerden von unwirksam 
gemachten Diastasepraparaten zu begiinstigen. Als ich nun 
mit den «gekochten» Diastasepréparaten arbeitete, welche nach 
ihrer Herstellung frei von Milchzucker waren, versuchte ich, 
das Wiederwirksamwerden dieser Praparate zu steigern, indem 
ich in verschiedenen Stadien der Versuche Milchzucker _bei- 
mischte. Da ich es, wie schon seinerzeit bemerkt wurde, fiir 
notwendig halte, alle Versuche tunlichst durch Kontrollversuche 
zu bedecken, so habe ich auch hier einen sogenannten blinden 
Versuch mit reinem Milchzucker angestellt, und da ergab sich das 
merkwiirdige Resultat, daf reiner Milchzucker durch die Behand- 
lung mit trockenem Chlorwasserstoffgas und darauf mit Ammoniak- 
gas zu einem schwach wirkenden Diastasepriparate wurde. 

Dieses auffallende Resultat forderte zu einem niheren 
Studium heraus, dessen erste Ergebnisse in den folgenden 
Zeilen veréffentlicht werden sollen. 

Was die Einzelheiten der Versuchsanordnung betrifft, so 
verweise ich auf die vorausgegangenen Abhandlungen, deren 
Angaben ich auch hier genau bis ins kleinste Detail folgte. In 
grofen Ziigen méchte ich dariiber nun folgendes rekapitulieren. 

Eingewogene Proben fein gepulverten Milchzuckers wurden 
im Vakuumexsikkator tuber konzentrierter Schwefelsdure bis 
zum konstanten Gewichte getrocknet, dann in dem seinerzeit 
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beschriebenen Apparate durch 24 Stunden hindurch einem lang- 
samen Strome von Chlorwasserstoff ausgesetzt; danach wurde 
im selben Apparate ein trockener Luftstrom tiber das Praparat 
geleitet und dann gewogen. Die prozentische Berechnung des 
aufgenommenen Chlorwasserstoffs gibt an, wieviel Chlorwasser- 
stoff von 100 Teilen Milchzucker aufgenommen worden sind, 
bezw. um wieviel Teile 100 Teile des Praiparates an Gewicht 
zugenommen haben. Nun wurde entweder das «Auspump- 
verfahren» angeschlossen oder das Praparat wurde in einem 
ahnlich gebauten Apparate in analoger Weise mit trockenem 
Ammoniakgas behandelt. Das «Auspumpverfahren» bestand 
darin, dafi das Praparat in einen Vakuumexsikkator kam, der 
mit konzentrierter Schwefelséure und mit Natronkalk beschickt 
war. In der Regel wurde von Tag zu Tag das Gewicht des 
Priparates festgestellt. 

Das fertig gestellte Priparat wurde in Wasser gelost, 
die Lésung genau neutralisiert, auf 100 ccm aufgefiillt, mit 
100 ecm einer Lésung von léslicher Starke vermischt und in 
ein Wasserbad von 50° C. gebracht. In entsprechenden Zeiten 
wurden 10 ccm des Gemisches herauspipettiert und darin nach 
Bang (sog. alte Methode) der Zucker bestimmt. Die nach- 
folgenden Tabellen geben ohne weitere Umrechnung an, wie- 
viel Milligramme Zucker (als Traubenzucker gerechnet) in 
diesen 10 ccm enthalten waren. Gleichzeitig wurde eine weitere 
herausgenommene Probe des Gemisches mit Jodlésung auf un- 
veriinderte Starke gepriift. Am Schlusse jeden Versuches wurde 
mit 10 cem des Restes qualitativ die Fehlingsche Reaktion 
angestellt. Selbstversténdlich wurde auch am Beginne jeden 
Versuches, d. i. vor dem Einstellen des Gemenges in das 
Wasserbad, in gleicher Weise der Zuckergehalt bestimmt und 
die Jodreaktion angestellt. Da’ bei den Zuckerbestimmungen 
das eine Mal 10 ccm einer Fliissigkeit von Zimmertemperatur, 
das andere Mal 10 cem einer Fliissigkeit von 50° C. abpipettiert 
werden, schlieSt naturgema&B einen kleinen Fehler in sich, der 
aber nur zu ungunsten einer diastatischen Wirkung ausfallen 
kann, nicht aber zu deren Gunsten und daher keine weitere 
Rolle spielt. | 
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Ubrigens wurde in demselben Wasserbade gleichzeitig 
immer ein Kontrollversuch gehalten, sodaf auch in dieser Be- 
ziehung ein Fehischuf} vermieden wurde. 

Die im folgenden publizierten Resultate beziehen sich 
hauptsichlich auf Versuche, welche im wesentlichen dartun 
sollen, daf durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und darauf 
von Ammoniak auf Milchzucker schwach wirksame Diastase 
entsteht. Nun waren aber aus «gekochter» Diastase nicht nur 
durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und Ammoniak, sondern 
auch durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und Auspumpen 
wirksame Diastasepriiparaten entstanden, und es war daher 
naheliegend, das letztere Verfahren auch beim Milchzucker zu 
versuchen. Obwohl sich das Bediirfnis, auch solche Versuche 
anzustellen, erst im Verlaufe der Arbeit ergeben hat, stelle 
ich hier diese Versuche an die Spitze. 


Einwirkung von Chlorwasserstoff und Auspumpen. 


Die in zwei Versuchen festgestellten Gewichtsverhaltnisse 
waren folgende: 





























I Il 
‘Gewicht |Prozente Gewicht 'Prozente 
g | % g | % 
Verwendete Milchzuckermenge .]| 1,0382 | — 1,078 | — 
Aufgenommene Chlorwasserstoff- | | 
EE ee 0,014 | 1,10} 00014 0,13 
Das Praparat enthalt noch Chlor- | | 
wasserstoff: *) | | 
ME Oe 6 4 6s oS ee vs | — |—0,0001 | — 0,01 
2 >» ..e.e+ss ef 00081] 0,20 0 | 9 
» % » a a ee 0,0009 0,08 0,0002 0,02 
> 4 > 2... ee... f 00002! 0,02 on sa 
>» & >» a eee ee _- ~~ — 0,0003 | — 0,03 
» 6 » ee a ee —- — — 0,0001 | — 0,01 
se ee .feuus ....|-00010 | —009] 0 0 














1) Gewichtszunahme. 
*) Differenz zwischen dem Gewichte des Praparates an dem be- 
treffenden Tage gegeniiber der eingewogenen Milchzuckermenge. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 21 
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DaS Auspumpverfahren wurde noch bis zum 20. Tage 
fortgesetzt. Das Gewicht beider Priaiparate sank unter kleinen, 
wohl als unvermeidliche Wigefehler aufzufassenden Schwan- 
kungen noch um eine Kleinigkeit weiter unter das Gewicht des 
urspriinglich verwendeten Milchzuckers, so daf dieses Minus. 
am 20. Tage betrug: 

im I. Versuche: — 0,0017 g = — 0,16°/o 
>» Tl. » — 0,0005 g = — 0,05. 

Die Chlorwasserstoffmengen, welche von dem Milchzucker 
aufgenommen worden sind, sind nicht groB. Beim Auspumpen 
kehren die Priparate schon in den allerersten Tagen auf ihr 
urspriingliches Gewicht zuriick, Ja sie gehen sogar ein wenig 
unter ihr urspriingliches Gewicht herunter. Was dieses Minus 
zu bedeuten hat, bezw. ob diese ausgepumpten Priparate von 
einem Gewichte, welches unter dem Anfangsgewichte liegt, 
noch chlorhaltig sind, und schlieBlich, ob nur Chlorwasserstoff 
oder auch noch andere Stoffe bei diesem Auspumpen abgegeben 
werden, soll Gegenstand spiterer Untersuchungen sein. 

Die angefiihrten beiden Priiparate wurden nun auf diasta- 
tische Wirksamkeit gepriift, die Resultate dieser Versuche 
geben die beiden folgenden Tabellen: 


Kontrolle: 1 g Milchzucker. 
Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 














a . Atte . Mit Chlorwasserstoff 
ae Kontrolle: Milchzucker choniidiies (iaiinaes 
Dauer des . easter ae isin iio an 
Reduktion mg Reduktion mg 
Versuches Jod- in mg Zucker Jod- in mg | Zucker 
losung Zucker gebildet | }6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .] blau | 35,3 | 0 blau | 32,8 0 
‘'g Stunde .] blau 34,6 0 blau | 32,5 0 
1 » -}| blau | 343 | 0 blau | 318 0) 
{'/y Stunden] blau | 349 | 0 blau | 321 | O 
2 > blau = 345 | SOO blauu | 91,9 OO 
Reduziert . sehr stark sehr stark 
Fehling 
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Il. 
Kontrolle: 1 g Milchzucker. 
Stairkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 





ED TEC 














Davee das |__Romrmle: Mitehancker | pehandeltr Milehzacker 
Versuches Jod- — Zucker Jod- nny yn 
lésung Sasa | gebildet losung pred | gebildet 
Beginn. . .{ blau 35,2 | 0 blau | 38,0 | 0 
24 Stunden.| blau 353 | (01) | blaun | 349 | O 
Reduziert. sehr stark sehr stark 
Fehling 





Diese Versuche ergeben also ein negatives Resultat. Bei 
der Einwirkung von Chlorwasserstoff und Auspumpen entsteht 
aus Milchzucker keine wirksame Diastase, sie entsteht aber, 
wie die spiter angefiihrten Versuche zeigen, dann, wenn Chlor- 
wasserstoff und darnach Ammoniak auf Milchzucker einwirken. 
Bei den Versuchen mit «gekochter» Diastase waren die Er- 
gebnisse andere. Dort haben beide Verfahren zu wirksamen 
Diastasepriiparaten gefiihrt. Trotzdem stelle ich beide Versuchs- 
reihen in eine Parallele und schlieBe daraus, daf} zum Zustande- 
kommen der fiir die diastatische Wirksamkeit erforderlichen 
Atomgruppen Stickstoff notwendig ist. Beim Milchzucker muf 
dieser Stickstoff erst in Form von Ammoniak zugefiihrt werden. 
Die «gekochte» Diastase enthilt schon von Hause aus Stick- 
stoff, unter anderem zum Beispiel in Form von Aminogruppen. 

Um mit dem eben gezogenen Schlusse nicht mifiverstanden 
zu werden, betone ich folgendes. Ich habe in meinen bis- 
herigen Arbeiten wiederholt den Ausdruck «diastatisch wirk- 
same Atomgruppe» gebraucht. Unter dieser stelle ich mir eine 
ziemlich eng begrenzte Atomgruppe vor, an deren Bildung 
vielleicht nur ein oder zwei Kohlenstoffatome beteiligt sind. 
Es ist das jene Atomgruppe, von der ich zeigen konnte, dal 
sie durch Einwirkung von Chlorwasserstoff oder durch Kochen 
chemisch verandert wird, daf sie durch Einwirkung von Am- 
moniak nicht angegriffen wird usw. Daf aber nur diese eine 
Atomgruppe fiir die diastatische Wirksamkeit erforderlich wire, 


21" 
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dafiir konnte ich bis jetzt keinerlei Anhaltspunkte gewinnen. 
Wenn ich nun schlieBe, daB zum Zustandekommen der fiir die 
diastatische Wirksamkeit erforderlichen Atomgruppen Stickstoff 
notwendig ist, so behaupte ich damit nicht, daB gerade die eben 
gekennzeichnete «diastatisch wirksame Atomgruppe» stickstoff- 
haltig ist. Es bleibt auch die Mdéglichkeit offen, daf dieser 
Stickstoff irgendwo anders im Molekiile der Diastase oder im 
Sinne der am Beginne des Zyklusses dieser Abhandlungen ge- 
iiuBerten Anschauungen vielleicht sogar in einem ganz anderen 
chemischen Individuum sitzt. 


Einwirkung von Chlorwasserstoff und Ammoniak. 


Ich lasse zunichst einige Protokolle von Versuchen folgen, 
welche auch zeigen sollen, dafi die Versuchsbedingungen va- 


riiert wurden. 
i. 

1,0250 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0025 g = 0,24°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0021 g = 0,20°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 0,09°/o Ammoniak.') 

Kontrolle: 1 g Milchzucker. 

Starkelésung: 2 g lisliche Stirke : 500 ccm Wasser. 


nd 
Mit Chlorwasserstoff und 























Kontrolle: Milchzucker Ammoniak behandelter 
Dauer des Milchzucker 
Versuches Jaa. Reduktion’ mg Sud. Reduktion| mg 
i ' in mg | Zucker 1b in mg | Zucker 
losung | Zucker | gebildet | Suns _ Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 369 | 0 blau | 34,9 0 
‘/, Stunde .] blau | 35,8 _ 0 blau 34,9 0 
1 >»  .| blau | 36,2 | 0 blau 35,0 0,1 
1'‘/2 Stunden] blau | 35,6 | 0 blau 35,7 0,8 
2 > blau | 360 | 0 blau 35,7 | 08 
Reduziert sehr stark sehr stark 
Fehling 


') Diese Zahl wurde berechnet, indem von der aufgenommenen 
Ammoniakmenge (0,20°/o) die zur Neutralisation der aufgenommenen Chlor- 
wasserstoffmenge (0,24°/o) erforderliche Ammoniakmenge (0,11°/o) ab- 
gegzogen wurde: 0,20—0,11 = 0,09. 











ee 
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II. 


1,0719 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0027 g = 0,25°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0010 g = 0,09°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Defizit von 0,03°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Milchzucker. 

Starkelisung: 2 g lésliche Starke : 500 ccm Wasser. 











Mit Chlorwasserstoff und 


























Kontrolle: Milchzucker Ammoniak behandelter 
Dauer des Milchzucker 
Versuchs se Reduktion| mg Jed, Reduktion mg 
a in mg | Zucker | - in mg Zucker 
lésung | Zucker | gebildet | }6sung = Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 37,5 0 blau 36,0 : 0 
24 Stunden .]}] blau | ___ 37,7 (0,2) rot 38,7 | 2,7 
Reduziert. . sehr stark sehr stark 
Fehling 
II. 


0,2267 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0126 g = 5,56 °/o 
Chlorwasserstoff (die Wagung nach der Behandlung mit Ammoniak wurde 
verabsdumt). 

Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 

Stirkelésung: 2 g ldsl. Starke: 500 ccm Wasser. 
TET 


Mit Chlorwasserstoff und 

















Kontrolle: Milchzucker Ammoniak behandelter 
Dauer des Milchzucker 
Versuches a Reduktion| mg Ind [Reduktion| mg 
: | in mg | Zucker = / in mg Zucker 
lésung | Zucker | gebildet lésung | Zucker | gebildet 
Beginn. ..] blau | 66 0 blau | 5,8 0 
‘/e Stunde .| blau | 6,5 0 blau | 6,5 0),7 
1 > .| blau | 63 0 blau | 7,1 1,3 
1'/e Stunden} blau | 6,6 0 blau | 6,9 1,1 
2 > blau | 6,2 0 blau | 7,2 1,4 
Reduziert . stark stark 








Fehling 
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: IV. 


0,2531 g Michzucker hatten aufgenommen 0,0066 g = 2,61°/» 
Chlorwasserstoff und darauf 0,0035 g == 1,34°/o Ammoniak, entsprechend 
einem Uberschusse von 0,12 °%/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 








Mit Chlorwasserstoff und 


Kontrolle: Milchzucker Ammoniak behandelter 
Dauer des Milchzucker 





Versuches | ,, (Reduktion| mg | ,., (Reduktion’ mg 
Jod- in mg | Zucker Jod- in mg Zucker 
losung Zucker | gebildet | losung | Zucker | gebildet 








Beginn. . .| blau | 71 | 0 blau | 6,1 0 
24 Stunden . blau_ | 7.0 | 0 blau | 7,0 | 0,9 
Reduziert stark stark 








Fehling 


Kine Reihe noch weiterer hieher gehériger Versuche sind 
von mir als Kontrollversuche zu anderen Versuchen angestellt 
worden, sie finden sich im letzten Abschnitte dieser Abhandlung. 

In allen diesen Versuchen, mit Ausnahme eines einzigen, 
zeigt sich bei der Bangschen Titration eine Zunahme des 
Zuckergehaltes im Sinne einer diastatischen Wirkung. Die ge- 
nannte Ausnahme (Versuch VII des letzten Abschnittes) ist 
aber auch dadurch charakterisiert, daf bei der Behandlung 
mit Chlorwasserstoff so gut wie kein Chlorwasserstoff aufge- 
nommen worden ist. Dieser Versuch war also schon von 
vorneherein ein Versager, so daf auch keine diastatische 
Wirkung erwartet werden konnte. Woran es tibrigens gelegen 
war, dai der Milchzucker —- und derartiges ist mir einige- 
male, auch bei anderen Kohlenhydraten, vorgekommen — 
keinen Chlorwasserstoff aufgenommen hat, vermag ich eben- 
sowenig zu sagen, wie das, woran es liegt, dai die aufge- 
nommenen Chlorwasserstoffmengen so verschieden sind. Jeden- 
falls zeigt sich aber das’eine, daB eine Beziehung zwischen 
der aufgenommenen Chlorwasserstoffmenge und der Intensitat 
der diastatischen Wirkung aus den vorliegenden Versuchen 


nicht entnommen werden kann. 
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Auf den ersten Blick mag vielleicht die Zuckerbildung 
allzu geringfiigig erscheinen. Ich betone, dali die Zuckerwerte 
der Tabellen sich auf 10 cem eines Gemenges beziehen, dessen 
Menge urspriinglich 200 cem betrug. 1 mg gebildeter Zucker 
in der Tabelle bedeutet demnach 0,02 g Zucker, was schon, 
da das Gemenge 0,4 g loéslicher Starke enthilt, ungefiihr ein 
Zwanzigstel jener Zuckermenge ist, welche zu erwarten ware, 
wenn die gesamte Stiirke vollstindig in Zucker umgewandelt wurde. 

Nur in zwei Versuchen (Versuch II dieser Reihe und 
Versuch V des letzten Abschnittes) gelang es, den Abbau der 
Stirke bis zum Verschwinden der Stirke zu fitihren. In den 
genannten beiden Versuchen zeigt die Reaktion mit Jod an, 
daB keine Stiirke mehr vorhanden war, sondern nur mehr 
Dextrin. In einem dritten Versuche (Versuch Ill des letzten 
Abschnittes) ist dieser Effekt nahezu erreicht, die Jodlésung 
erzeugte eine violette Farbung. j 

Es ist eine bekannte Tatsache, dai es in dextrinhaltigen 
Stirkelésungen mitunter gelingt, durch sehr vorsichtigen Jod- 
zusatz nur die den Dextrinen zukommende Rotfarbung hervor- 
zurufen: erst auf weiteren Zusatz von Jod erscheint die Blau- 
firbung. Derartige Beobachtungen kann man bekanntlich bei 
der Jodometrie nicht selten machen. Diese Tatsache war mir 
wohlbekannt. Um Mifverstandnissen vorzubeugen, betone ich, 

1. Daf ich in den herausgegriffenen 3 Versuchen selbst- 
verstaéndlich nicht nach dem ersten Zusatz von einem Tropfen 
Jodlésung urteilte, sondern dariiber hinaus weiter Jod zusetzte. 

2. Dab ich wegen der Wichtigkeit der Feststellung in 
jedem der drei Versuche die Reaktion mit Jod mehrmals an- 
stellte und sie anderen Personen demonstrierte. 

3. Daf ich dasselbe Praparat von ldslicher Starke, das 
zu allen diesen Versuchen gedient hat, seither auch vielfach 
zu jodometrischen Arbeiten verwendet habe und dab, trotzdem 
darauf geachtet wurde, niemals die genannte Rotfirbung ent- 
stand und ebensowenig durch absichtlich darauf gerichtete 
Versuche hervorgerufen werden konnte. 

Ich kann das vollkommene Verschwinden der Stirke in 
den beiden genannten Versuchen allerdings nur als gliicklichen 

















326 Theodor Panzer, 


Zufall bezeichnen; denn es gelang mir nicht, durch Variation 
der Versuchshedingungen das gleiche Resultat willkiirlich hervor- 
zurufen; die diastatische Fahigkeit meiner Préparate ist eben 
so gering, da sie leicht «verbraucht» wird. 

Was endlich die nur auf qualitativem Wege vorge- 
nommene Prifung der Fliissigkeiten mit der Fehlingschen 
Reaktion am Ende jeden Versuches betrifft, so wurde sie mehr 
von einem pedantischen Gesichtspunkte aus vorgenommen, 
nimlich deshalb, um auch diese Versuche genau ebenso zu 
gestalten wie die in friiheren Abhandlungen publizierten. Diese 
Reaktion hat im gegebenen Falle wenig praktischen Wert, 
weil alle aus Milchzucker hergestellten Priparate Fehlingsche 
Lésung von Hause aus reduzierten. Immerhin war in einigen 
Fallen, wenn nur wenig (0,2 g) Milchzucker in Arbeit genommen 
wurde, auch bei der qualitativen Priifung ein Unterschied gegen- 
liber der Kontrollprobe zu erkennen, ein Plus an Zucker, welches 
auf Zuckerbildung aus Starke zuriickgefiihrt werden muB. 

In diesem Sinne deuten also alle drei Priifungen, die 
Reaktion mit Jodlésung, die quantitative Bestimmung des Zuckers 
nach Bang und die quantitative Fehlingsche Reaktion auf 
eine diastatische Wirkung der aus Milchzucker hergestellten 


Priparate hin. 


Einwirkung von Ammoniak, Chlorwasserstoff und 
Ammoniak auf Milchzucker. 


Aus der Erwagung, dafB zum Zustandekommen der fiir 
die diastatische Wirksamkeit erforderlichen Atomgruppen Stick- 
stoff notwendig ist und da dieser Stickstoff in den Versuchen 
mit «gekochter» Diastase schon von vorneherein in den Pria- 
paraten enthalten war, entstand der Gedanke, ob es nicht 
moéglich wire, die Wirksamkeit der aus Milchzucker darge- 
stellten diastatisch wirksamen Praparate zu steigern, wenn man 
den Milchzucker vor der Behandlung mit Chlorwasserstoff und 
Ammoniak zuerst stickstoffhaltig macht. Diesem Gedanken 
entsprechend habe ich Milchzucker zuerst mit Ammoniakgas 
behandelt und erst dann der Einwirkung von Chlorwasserstoff 
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und wieder von Ammoniak ausgesetzt. Das Ergebnis dieser 
Versuche war insofern negativ, als die Wirksamkeit solcher 
Praparate nicht gréfer war als in den friiher beschriebenen 
Versuchen. Ich fiihre nur einen solchen Versuch an. 


0,2260 g Milchzucker hatten aufgenommen zunichst keine wiig- 
baren Mengen von Ammoniak, weiters 0,0120 g = 5,31°/o Chlorwasser- 
stoff, darauf 0,0057 g = 2,52°/o Ammoniak, entsprechend einem Uber- 
schusse von 0,02°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 

Stirkelésung: 2 g lds]. Starke: 500 ccm Wasser. 
ETT”? 


Mit Ammoniak, Chlorwasser- 














Kontrolle: Milchzucker stoff und Ammoniak 
Dauer des behandelter Milchzucker 
Versuches | ,; , Reduktion| mg | , ., (Reduktion! mg 
Jod- | in mg | Zucker Jod- | in mg | Zucker 
losung Zucker | gebildet | !6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 6,5 0 blaa | 4,9 0 
‘le Stunde .| blau | 5,6 0 blau | 5,3 0,4 
1 >» .| blau | 6 0 blau | 5,6 0,7 
1'/, Stunden] blau | 5,8 | 0 blau | 5,7 0,8 
2 > blau | 60 | O blau | 6,0 1,1 
Reduziert . stark stark 
Fehling 








EinfluB der Siedehitze. 


Es schien mir nun von Interesse, zu untersuchen, ob die 
aus Milchzucker gewonnenen diastatisch wirksamen Praparate 
sich auch in anderen Belangen so verhalten wie natiirliche 
Diastase. Derartige Versuche miissen mit einiger Vorsicht vor- 
genommen worden. Lehrt ja doch die Erfahrung, dab die 
Eigenschaften, welche gemeinhin als charakteristisch fiir Fer- 
mente angesehen werden, wie Unbestindigkeit gegen Hitze, 
Loslichkeit, Fallbarkeit, Temperaturoptimum usw. vielfach von 
der Gegenwart anderer Stoffe beeinfluBt werden. In dieser 
Richtung liegt gerade bei den aus Milchzucker gewonnenen 
Praparaten die Gefahr eines Fehlschusses nahe, weil in diesen 
Praparaten kein einziger von jenen Stoffen enthalten ist, welche 
in der Natur mit tierischen oder pflanzlichen Diastasen ver- 
gesellschaftet vorkommen. 
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Aus diesem Grunde habe ich vorliufig nur das Verhalten 
meiner Priiparate bei Siedehitze bearbeitet und das Studium 
anderer Eigenschaften fiir spater verschoben in der Hoffnung, 
es kiénnte doch vielleicht inzwischen noch gelingen, wirksamere 
Praiparate auf kiinstlichem Wege herzustellen. 

Die Anordnung der diesbeziiglichen Versuche war folgende: 

Der eingewogene Milchzucker wurde in der bereits friiher 
angedeuteten Weise mit Chlorwasserstoff und darauf mit Am- 
moniak behandelt, dann in Wasser gelost, die Lésung genau 
neutralisiert und auf 200 ccm aufgefiillt. 100 ccm dieser 
Fliissigkeit wurden zum Sieden erhitzt und 3 Minuten im 
Kochen enthalten. Nach dem Abkiihlen wurden sie mit 100 ccm 
Starkelésung vermischt und zum Versuche verwendet. 

Der Rest der neutralisierten Fliissigkeit, also gleichfalls 
100 cem, dienten mit 100 ccm derselben Stirkelésung ver- 
mischt als Kontrolle. Eine zweite Kontrolle bildeten 100 ccm 
einer LOsung von unverandertem Milchzucker mit 100 ccm 
Stirkelésung vermischt. 

Die Resultate der in verschiedenen Variationen ange- 
stellten Versuche geben folgende Protokolle. 

I. 

1,0334 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0006 g = 0,06 °/o 
Chlorwasserstoff (die Wiaigung nach der Behandlung mit Ammoniak wurde 
verabsaiumt). 


2. Kontrolle: 0,5 g Milchzucker. 
Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 









































Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
behandelter Milchzucker 2. Kontrolle : 
Dauer des 1. Kontrolle : atlas Milchzucker 
: ungekocht 
Versuches | Reduk- | aie: 7 ~— |Reduk-| Reduk-| jn, 
gl Zucker Jod- Fain Zucker _— Rl Zucker 
OSE. | o okor | Sebildet lisg. Zucker | Sebildet lésg. Zucker | Scbildet 
Beginn. . .|blau! 15,6! O |blau 16,5 | 0 |blau! 189} 0 
‘/e Stunde .|blau! 16,1 | 0,5 |blau| 16,1) O |blau} 180] 0 
1 >»  . fblau! 16,6! 1,0 [blau| 161 | 0 |blau!] 180 !-0 
1'/: Stunden |blau) 16,6) 1,0 [blau| 161} O J|blau) 18,4 | 0 
2 > blau! 17,0/ 1,4 |blau| 16,4 | 0 |blau} 186| 0 
Reduziert . sehr stark sehr stark sehr stark 
Fehling 
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II. 


{,0101 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0009 g = 0,09°%/o 
Chlorwasserstoff (die Wagung nach der Behandlung mit Ammoniak wurde 
verabsdumt). 

2. Kontrolle: 0,5 g Milchzucker. 

Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 











Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 


behandelter Milchzucker 2. Kontrolle: 


Dauer des 1. Kontrolle: nitaai Milchzucker 
ungekocht 8 
Versuches Reduk-| 1, |. | Reduk-| | Reduk-| > 
Jod- | tion | Pen Jod- | tion Zucker Jod-| tion | Sanker 
ése. | IN ME | ganitaet} losg. | 32 ME | cohitaet! lésg.| 12 ME | oonilde 
losg. Sakae | gebildet} lésg | Seeker | gebildet} lésg | Zacher gebildet 





Beginn. . .}blau) 16,0 0 blau | 16,1, O fblau; 196) O 














‘fe Stunde .;blau! 163 |) 0,3 blau | 161 | 0 blau, 19,4 | 0 
1 > .}blau, 16,4 0,4 blau, 15,8 | 0 blau 19,5 | 0 
1'/e Stunden {blau| 16,5 0,5 |blau; 16,0 | O |blau; 195! 0 
2 » Iblau) 166 06 |blau] 160| 0 I|blau! 195 | 0 
Reduziert . sehr stark sehr stark sehr stark 
Fehling 
il. 


1,0426 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0010 g = 0,10°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf Ammoniak in nicht wigbaren Mengen (das Pri- 
parat reagiert neutral). 

2. Kontrolle: 0,5 g Milchzucker. 

Stirkelésung: 2 g lisliche Starke : 500 ccm Wasser. 





Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 


behandelter Milchzucker 2. Kontrolle : 

















Dauer des 1. Kontrolle: Milchzucker 
t gekocht 
ungekocht 
Versuches Reduk- | 7 - | Reduk- | | Reduk- | mg 
Jod- Bags Zucker — Pet | Zucker “ined arene Zucker 
lésg. Taclene gebildet OS€. | Zucker igebildet} '088. | Maan gebildet 
Beginn. . .Jblau) 17,4 | O- Jblau} 17,5 QO |blau| 195 , O 
24 Stunden .}blau) 18,6 | 1,2 |blau| 17,5 QO |fblau} 195 |) O 
Reduziert . sehr stark sehr stark sehr stark 











Fehling 
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IV. 





0,8509 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0008 g = 0,09°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0001 g = 0,01°;o Ammoniak (das Praparat rea- 


giert neutral). 


2. Kontrolle: 0,5 g Milchzucker. 
Starkelisung: 2 g lésliche Starke : 500 ccm Wasser. 




















Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak : 
behandelter Milchzucker 2. Kontrolle: 
Dauer des 1. Kontrolle: Milchzucker 
y ' ungekocht gekocht 
ersuches —— ~. |. J] >» 
jot |"aee | oe Lacs |e’ | me Bae |e’ | oe 
lésg. | in mg Zucker lésg. | in mg | Zucker lésg. | in mg Zucker 
| Zucker gebildet | Zucker gebildet os gebildet 
—;, | | | | 
Beginn . blau! 17,5 | O |blau) 180) O fblau! 214 | 0 
24 Stunden . blau | 195 | 21 |blau' 180 O TIblau 21,4 O 
Reduziert . sehr stark sehr stark sehr sehr 
Fehling 
V. 


0,4348 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0017 g = 0,39°/o Chlor- 
wasserstoff (die Wagung nach der Behandlung mit Ammoniak wurde ver- 


absiumt). 


2. Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 
Starkelésung: 1 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 








mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
behandelten Milchzucker 


2. Kontrolle: 


























Dauer des z, ot gekocht Milchzucker 
Versuches or 
ers S — andiiied ere : ee = ne 
' | Reduk- | mg Reduk- mg Reduk- mg 
= Phos | Zucker = Rao Zucker a ee Zucker 
O88: | Fucker | Sebildett '°S8- | 7 ker gebildet} 1088. | 7 Ler gebildet 
Beginn. . .{blau| 6,9 | O I|blau| 7,8 0 J|blau| 6,5 0 
24 Stunden.]| rot! 8,0 11 |blau|) 7,8 QO |blau; 6,3 0 
Reduziert stark mahig miahig 
Fehling 








VI. 


0,5044 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0006 g = 0,12°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0009 g = 0,18°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 0,12°/o Ammoniak. 

2. Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 

Stirkelisung: 1g lisl. Starke: 500 ccm Wasser. 
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Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
behandelter Milchzucker 





2. Kontrolle: 




















Dauer des 1. Kontrolle: : Milchzucker 
y ; ungekocht gekocht 
suches —— , ———— — ——— 
ersuc | Reduk.- | mg Reduk- | meg _Reduk- | mg 
Paget | Zucker — Ril | Zucker = Phage | Zucker 
Osg, | i - j > Os | tabi » 
SE: Zucker } gebildet OS Zucker | gebildet OSg. Zucker ge bildet 
ony oe ern 
Beginn . blau; 7,4 Q |[blau! 7,8 | O- fblau, 6,0 | 0 
24 Stunden. |blau. 8,2 | 0,8 |blau| 7,7 | O |blau; 60 | O 
Reduziert stark mihig miahig 
Fehling 
VII. 


0.4157 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0001 g = 0,02°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0015 g = 0,36°/o Ammoniak, entsprechend 
einem Uberschusse von 0,35°/o Ammoniak. 

2. Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 


Starkelésung : 


1 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 


On ____ 


Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
behandelter Milchzucker 


2. Kontrolle: 




















Dauer des 1. ee gekocht Milchzucker 
Wessels ungekocht 
asia Reduk- wr g ~ Reduk- | a | Reduk- | mg 
Jod- Bg | Zucker Jod- Bicge Zucker Jod- | Pans Zucker 
OSE. | Picker | Sebildet lésg. | J che, | ebildet OSB. | FP hcker | Sebildet 
. i _ | 
Begin . blau! 7.6 | 0 |blaul 74 | 0 |blaul 79 | 0 
| : 
1/2 Stunde blau| 7,1 | QO jblau) 7,4 Q jblau) 7,5 | O 
1 ; blau} 7,1 | O |blau) 7,3 O |blau| 7,6) 0 
| | | | 
1'/ Stunden |blau| 7,4 | 0 biau 74 | O |blau! 7,7 | 0 
| | | 
2 » |blau} 76 | O |blan! 74! 0 {blaul 76] 0 
Reduziert miafhig mahig miabhig 
Fehling 
VIII. 


0,4214 g Milchzucker hatten aufgenommen 0,0004 g = 0,10°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0004 g = 0,10°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 0,05°/o Ammoniak. 

2. Kontrolle: 0,2 g Milchzucker. 

Starkelésung: 1 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 
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Mit Chlorwasserstoff und Ammoniak 
behandelter Milchzucker 


2. Kontrolle: 


Jauer des 1. Kontrolle: Mile cer 
Dat ) | gekocht filchzucke1 
ungekocht 
Verenches —T Reduk-| ie 1 “Reduk 
| Reduk- teduk- | | Reduk- 
da. | . mg _| ; mg i . mg 
Jod-| tion | 7 Ker] Jd tion | Zucker Jod tion | Zucker 


. | 4 U ° 
lisg. | 12 MS | gebildet 


lisg. | 1D ME | oehildet 


lésg. | iD ME | oohildet 








Zucker | Zucker | | Zucker | ® 
Beginn. . .[blau. 7,4 | 0 |[blau 7,4, © I|blaul 83) 0 
‘/s Stunde .[blau 8,1 0,7 |blau 7,3 0 blau 7,8 0 
I > blau 7,6 O,2 |blau’ 7,4 0. Iblau! 7,9 0 
I'/2 Stunden }blau 7,4 QO |blau 7,4 | O [blau) 80 0 
2 » |blaun 82 | 0,8 [blau 7,4 © |blau 79 0 
Reduziert . mifig miaifig mabig 











Fehling 


Die angefiihrten Versuche zeigen, daf diastatisch wirk- 
same Praparate aus Milchzucker beim Kochen ihrer Loésung 
vollkommen unwirksam werden. 

Die aus Milechzucker gewonnenen Diastasepra- 
parate zeigen also auch in dieser Hinsicht dasselbe 
Verhalten wie nattirliche Diastase. 

Sind die Anschauungen richtig, welche ich bisher tuber 
Enzyme entwickelt habe, dann bedeutet die Gewinnung einer 
Diastase aus einem K6rper von bekannter Konstitution nichts 
Absonderliches, sie ist nur ein Schritt weiter auf der bereits 
von mir betretenen Bahn. Geht man aber von den noch herr- 
schenden Ansichten tiber Enzyme aus, dann miissen die Re- 
sultate der oben beschriebenen Versuche wohl als unerwartet 
bezeichnet werden und man miifte zunachst an alles andere 
eher denken als an die Neuentstehung eines Enzymes. In 
diesem Sinne habe ich alle Einwendungen, die mir auftauchten, 
wohl gepriift, ehe ich die Resultate dieser Versuche als diasta- 
tische Wirkung auffaBte. Eine Reihe solcher Einwande erledigt 
sich in einfacher Weise durch die Ergebnisse der Versuche 
von selbst. Es sei mir nur verstattet, hier einige Kinwande 
zu diskutieren, deren Entkriftung einige Uberlegung erfordert : 

1. Einwand: «Die beobachtete diastatische Wirkung ist 


Bakterienwirkung>. 
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Ich habe diesen Einwand schon einmal, gelegentlich 
meiner Versuche mit «gekochter» Diastase behandelt') und 
kann auch fiir die eben beschriebenen Versuche nur wieder- 
holen, dai es doch héchst sonderbar wire, wenn sich die 
niederen Organismen immer nur gerade in jenen Fliissigkeiten 
entwickeln wiirden, welche die mit Chlorwasserstoff behandelten 
Priiparate enthielten, wahrend die Kontrollproben davon frei- 
geblieben wiren. Man miifte im Gegenteile von der Einwirkung 
von Chlorwassersloff eher eine antiseptische Wirkung erwarten. 
2. Einwand: «Dem Milchzucker, welcher zu den Ver- 
suchen gedient hat, haftete eine kleine Menge Diastase an». 
Dieser Einwand erledigt sich scheinbar ganz einfach durch 
den Hinweis auf die mit unverindertem Milchzucker ange- 
stellten Kontrollversuche, bei welchen auch nicht die geringste 
Andeutung einer diastatischen Wirkung konstatiert wurde. 
Nun kénnte man trotz dieser Wirkungslosigkeit doch die 
Anwesenheit einer geringen Menge von Diastase, aber in «in- 
aktivem» Zustande supponieren und annehmen, daf diese «in- 
aktive» Diastase durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und 
Ammoniak in eine «aktive» Form tibergefiihrt wird. Ich ge- 
stehe zu, dali eine solche Erklarung meiner Versuche schon 
sehr weit von dem Wege geraden Denkens abweichen wiirde, 
will aber trotzdem auf diesen Kinwand eingehen. Ich lasse 
die Fragen, ob die Milch, aus welcher ja Milchzucker ge- 
wonnen wird, tberhaupt nennenswerte Mengen von Diastase 
enthaélt und ob die Verfahren, welche zur Gewinnung ange- 
wendet werden, geeignet sind, etwa vorhandene Diastase zu 
entfernen, ganz beiseite und betrachte den Einwand als gegeben. 
Da ein reiner Milchzucker nur durch mehrfaches Um- 
krystallisieren gewonnen sein kann, so kénnte die «inaktive» 
Form einer etwa dem Milchzucker anhaftenden Diastase nur 
eine durch Kochen veranderte Diastase sein. Die «Aktivierung» 
dieser «gekochten» Diastase durch Behandlung mit Chlor- 
wasserstoff und Ammoniak ware also dann nichts anderes, 
als das, was ich in meinen Abhandlungen iiber «gekochte. 
Diastase beschrieben habe. 





*) Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 3: 
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Abgesehen davon, dafi ich dort das Wiederwirksam- 
werden von «gekochter» Diastase auf die Neuentstehung von 
Diastase zurickfiihren muBte, ergibt sich aus diesen Abhand- 
lungen, dafs nur ein geringer Teil der Wirksamkeit der «ge- 
kochten» Diastase wiederkehrt. Absolut betrachtet ist dieser 
Teil der wiedergekehrten Wirksamkeit ungefaéhr so groB wie 
die Wirksamkeit der aus Milchzucker gewonnenen diastatischen 
Priiparate. SchlieBt man also zurtick, wieviel «gekochte» Dia- 
stase der Milchzucker enthalten haben muf, damit der beob- 
achtete Grad von diastatischer Wirksamkeit entstehe, so ergibt 
sich, dafi das Milchzuckerpriiparat zur Ginze oder wenigstens 
nahezu zur Ganze «gekochte» Diastase sein miibte, was na- 
tiirlich absurd ist. 

Immerhin mégen vielleicht bei einer dem Milchzucker 
anhaftenden «gekochten» Diastase giinstigere Umstiande ob- 
walten und einen solchen, allerdings schon sehr weit herge- 
holten Einwand muf ich so lange gelten lassen, als es mir 
nicht gelingt, diastatische Préparate von gr6Berer Wirksamkeit 
auf kiinstlichem Wege zu erhalten. 

3. Einwand: «Die beobachtete Zuckerbildung beruht nicht 
auf einem diastatischen Abbau der Stirke, sondern auf einer 
allmiblich vor sich gehenden Spaltung der Verbindung zwischen 
Milch2zucker und Chlorwasserstoff, bezw. Ammoniak». 

Um den Sinn dieses Einwandes niher zu erklaren, will 
ich die durch nichts begriindete und mir sogar unwahrscheinlich 
vorkommende Annahme machen, dafi die reduzierende Atom- 
gruppe des Milchzuckers, die Aldehydgruppe, Chlorwasserstoff 
binde, etwa im Sinne folgender Gleichung: 

yt 0 4H = HCC" 
a a 

Der Einwand wiirde nun besagen, da durch Einwirkung 
von Wasser von 50° C. auf ein solches Reaktionsprodukt die 
Verbindung mit Chlorwasserstoff allmahlich gespalten wird: 

| ,Cl | 
HCC =HCl+HC:0 
‘OH 
und da8 dadurch die reduzierenden Atomgruppen, des Milch- 
zuckers nach und nach wieder hergestellt werden, was na- 
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tiirlich bei der quantitativen Zuckerbestimmung zum Ausdruck 
kommen mub. 

Kine derartige Erklarung meiner Versuchsergebnisse wird 
ausgeschlossen durch die Resultate der Versuche des letzten 
Abschnittes. In diesen Versuchen wurde der mit Chlorwasser- 
stoff und Ammoniak behandelte Milchzucker in Wasser gelost 
und die Lésung genau in zwei gleiche Teile geteilt; jeder dieser 
Teile muf also in diesem Stadium genau dieselbe Reduktions- 
kraft besessen haben. 

Die eine Hiilfte wird nun mit 100 cem Stiirkelésung ver- 
mischt und in den Thermostaten gestellt, die andere Hilfte der 
Losung wird zuerst gekocht und dann ebenso behandelt. 

Beruht nun die Zuckerbildung, die in der Halfte der 
Losung beobachtet wurde, nur auf dem Zerfall einer Ver- 
bindung zwischen Milchzucker und Chlorwasserstoff, bezw. 
Ammoniak, dann miifte auch die gekochte Hilfte der Lésung 
ein gleiches Fortschreiten der Reduktionskraft zeigen oder es 
miiBte die gekochte Hialfte, wenn die héhere Temperatur der 
Siedehitze eine Beschleunigung des Zerfalls verursacht, schon 
von Beginn des Versuches an eine wesentlich hdhere Reduk- 
tionskraft aufweisen als die nicht gekochte Hiilite. 

Keines von beiden ist der Fall. Allerdings zeigen die 
gekochten Halften am Beginne nahezu aller Versuche eine nur 
wenig hdhere Reduktionskraft als die nicht gekochten Halften, 
was ja auch ganz erklirlich ist, weil sie beim Kochen durch 
Eindunsten ein wenig konzentrierter geworden waren, aber 
nirgends im Verlaufe des Versuches zeigen sie so hohe Re- 
duktionskraft wie die nicht erhitzten Halften am Ende des 
Versuches. ') 

Der wichtigste Umstand aber, der den diskutierten Einwand 
ausschlieft, ist der. daf in einigen Versuchen durch die Jod- 
reaktion der Abbau der Starke festgestellt werden konnte. 

4, Einwand: «Salzséure, die durch Zerfall der Verbindung 
Milchzucker-Chlorwasserstoff frei wird, wirkt hydrolytisch auf 
Starke. » 

') Der schon friiher diskutierte Versuch VII natiirlich ausgenommen. 
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Abgesehen davon, dafi diese Salzséuremengen, wie die 
aufgenommenen Chlorwasserstoffmengen beweisen, nur minimal 
sein kénnen und tiberdies, wenigstens zum Teile, beim Neu- 
tralisieren der Fliissigkeit, sowie durch die Produkte der Ein- 
wirkung von Ammoniakgas abgestumpft worden sind, erledigt 
sich dieser EKinwand wieder damit, dafi die gekochten Losungen, 
in welchen eine Hydrolyse eher in hdherem Grade erwartet 
werden miifite, keine Spaltung der Stirke bewirken. 

Ich weifi keinen diskutablen Einwand mehr und mubh 
daher dabei bleiben, daB die in dieser Abhandlung beschriebenen 
Resultate auf der Wirkung einer aus Milchzucker erzeugten 
Diastase beruhen. 


Bemerkungen zu der Arbeit von Kullberg: «Uber die gleich- 
zeitige Veranderung des Gehaltes an Glykogen, an Stickstoff 
und an Enzymen in der Hefe,» Bd. 92, S. 340 dieser Zeitschrift. 


Von 
E. Salkowski. 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1914.) 


In einer Arbeit!): «Uber die Bestimmung des Glykogens 
in der Hefe» habe ich nachgewiesen, daB die von H. Euler?) 
benutzte Methode der Glykogenbestimmung in der Hefe von 
Schonfeld und Krampf bezw. Sch6nfeld und Kiinzel not- 
wendig zu falschen Resultaten fiihren muh, weil sie eine 
einfache Anwendung des von Pfliiger fiir tierische Organe 
angegebenen Verfahrens auf die Hefe ist, bei dem die Be- 
sonderheiten der Hefe gegeniiber den Organen garnicht beriick- 
sichtigt sind. 

Ich habe gezeigt, 1. daB das bei diesem Verfahren er- 
haltene sogenannte Glykogen zu einem grofen, ja_ selbst 
grobten Teil aus Hefegummi besteht, auf welches Pfliger 
natiirlich keine Riicksicht zu nehmen brauchte, 2. daBb bei dem 
Erhitzen der Hefe mit 60°/oiger Kalilauge ein Teil der Zell- 


t) E. Salkowski, Bd. 92, S. 75 (1914). 
?) H. Euler, Uber die Rolle des Glykogens bei der Garung durch 
lebende Hefe. Diese Zeitschr., Bd. 89, S. 337 (1913) u. Bd. 90, S. 359. 
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wand der Hefe in einen Kérper tibergefiihrt wird, der in allen 
hier in Betracht kommenden Eigenschaften mit dem «Glykogen» 
iibereinstimmt und nach vorangegangener Hydrolyse als solches 
mitbestimment wird. 

Wenn nun Euler trotzdem fortfahrt, dieses als irrig er- 
wiesene Verfahren durch einen seiner Schiiler «Kullberg» 
anwenden zu lassen, obwohl er selbst!) eine Arbeit iber Hefe- 
gummi veroffentlicht hat und demnach wissen kénnte oder sich 
daran hatte erinnern kénnen, dafi Hefegummi beim Erhitzen 
mit Kalilauge in die alkalische Loésung tibergeht und durch 
Alkohol aus dieser gefallt wird, so kann ich ihn nicht daran 
hindern, wenn ich es auch im sachlichen Interesse bedauere, 
daB Kullberg nicht die Gelegenheit wahrgenommen hat, sich 
von dem Gummigehalt seines «Glykogens» zu tiberzeugen. 

Doch nicht dieses ist der Gegenstand meiner Be- 
merkungen oder Beschwerde, sondern eine Anmerkung von 
Kullberg unter dem Text auf S. 344, in der er mich gewisser- 
mafien als Eideshelfer fiir die Richtigkeit seiner Angaben auf- 
ruft oder, wenn man es anders auffassen will, meine Angaben 
bei Seite zu schieben sucht. 

Kullberg sagt: 

«Hier werden allerdings nach Salkowski (Diese Zeitschr., 
Bd.92, 5.75 [1914]) andere héhere Kohlenhydrate mitbestimmt. 
Fiir die vorliegende Frage kommt dies nicht in Betracht, denn, 
wie Salkowski selbst sagt, ob man den betreffenden Kérper 
Glykogen nennt — oder Hefeglykogen, um einen gewissen 
Unterschied von dem Glykogen des Tierkérpers zuzugeben — 
ist im Grunde gleichgiiltig. » 

Danach koénnte es scheinen, ich hatte es fiir gleichgiiltig 
erklart, ob man von Glykogen oder Hefeglykogen spricht, ich 
bin aber weit entfernt gewesen, eine so banale Weisheit aus- 
zusprechen. Das Zitat von Kullberg ist unvollstindig. In 
Wirklichkeit lautet der Satz: 

«Ob man nun diesen Korper Glykogen nennt -— oder?) Hefe- 
glykogen, um einen gewissen Unterschied vom tierischen Gly- 





‘) H. Euler und A. Fodor, Zur Kenntnis des Hefegummis, Diese 
Zeitschrift, Bd. 72, S. 339 (1911). 
*) statt <oder» hatte ich besser sagen sollen: <bezw.>. 
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kogen zuzulassen — oder geldste Erythrocellulose oder Erythro- 
dextrin ist im Grunde gleichgiiltig, jedenfalls aber ist es nicht 
moéglich, Glykogen zu isolieren, ohne diesen KOrper mitzuer- 
halten, und es gibt keine Grenze zwischen ihm und dem Glykogen, 
wenn dieses existiert, bei der quantitativen Bestimmung. » 

Mit anderen Worten: Die Glykogenbestimmung hat — 
auch ganz abgesehen von dem Hefegummi, das man ja leicht 
in einer anderen Hefequantitét bestimmen kénnte — keine 
Basis, weil sich dem sogenannten Glykogen Erythrodextrin 
beimischt und die Quantitét dieser Beimischung von 
der Dauer der Kinwirkung der Kalilauge abhingt, wie 
ich in meiner eingangs zitierten Arbeit gezeigt habe. 

Ks wire doch schwerlich wissenschaftlich zu sagen: was 
bei 3stiindigem Erhitzen mit 60°/oiger Kalilauge in Lésung 
geht, betrachte ich als Glykogen, was sich dartiber hinaus l6st, 
nenne ich nicht mehr Glykogen. Warum gerade 3 Stunden ? 
warum nicht 4, 5, 6, 8 Stunden? oder — was jedenfalls 
richtiger wire — soviel Stunden, bis nichts mehr in Lisung 
geht. Man kann nicht erwarten, dal sich von der Bestim- 
mung eines derartig kiinstlich oder konventionell abge- 
grenzten K6orpers biologische Beziehungen ergeben werden. 
Es ist wohl mdglich, selbst wahrscheinlich, dab die Resistenz 
der Zellmembran, von welcher die Quantitat des erhaltenen 
«Glykogens» abhiangt oder mit abhangt, nicht immer dieselbe 
sein wird. Zur Bestimmung dieser kénnte man wohl allenfalls 
eine willkiirlich gewiéhlte Zeit des Erhitzens anwenden, zu 
etwas anderem aber nicht. 

Ich muB es also unbedingt ablehnen, zur Stiitze der Ar- 
beit von Kullberg zu dienen. Ubrigens enthalt das Kull- 
bergsche «Glykogen» auch noch eine unbestimmte Quantitat 
Hefegummi, das er ebensowenig wie Euler beriicksichtigt hat. 

Ich bleibe also dabei: die Existenz eines praformierten 
Glykogens, als eines K6rpers sui generis, unabhangig von dem 
Erythrodextrin, ist zweifelhaft und eine Bestimmung desselben 
nach dem Verfahren von Schénfeld und Krampf ist mit 
unberechenbaren Fehlern behaftet. 

















Diastasepraparate aus verschiedenen Kohlenhydraten. 
XIII. Mitteilung. 


Von 


Theodor Panzer. 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Dezember 1914.) 


In der vorausgegangenen Mitteilung') wurde gezeigt, dal} 
durch Einwirkung von Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas auf 
Milchzucker Produkte entstehen, welche wie Diastase wirken. 
Die diastatische Wirkung solcher Priaparate hielt sich aller- 
dings nur in bescheidenen Grenzen. Bei dem Bestreben, auf 
iihnlichen Wegen zu wirksameren Priiparaten zu kommen, lag 
der Gedanke nahe, zu versuchen, ob nicht ein anderes Kohlen- 
hydrat ein geeigneteres Ausgangsmaterial wire als der Milch- 
zucker. In diesem Sinne wiederholte ich die Versuche, welche 
mit Milchzucker angestellt worden sind, mit verschiedenen 
anderen Kohlenhydraten. Die Methodik dieser Versuche war 
genau die dort beschriebene. Ich lasse die Versuchsergebnisse 
folgen. 


A. Stirke. 


Zu den Versuchen diente Weizenstiirke des Handels. Ihr 
Aussehen wurde durch Einwirkung von Chlorwasserstoff nicht 
verandert. 


a) Chlorwasserstoff und Auspumpen. 


Diese Versuche ergaben keine wirksamen Priparate. 


b) Chlorwasserstoff und Ammoniak. 


Alle vier angestellten Versuche fiihrten zu wirksamen 
Praparaten. Die Versuchsprotokolle folgen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. 93, S. 316. 
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' [. 

0.9199 g Starke hatten aufgenommen 0,0205 g = 2,23°%o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0258 g = 2,80°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 1,76°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Starke. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 




















—_— Mit Chlorwasserstoff und _ 
ee “| Ammoniak behandelte Starke 
Reduktion| mg Reduktion| mg 
Versuches dod- | in mg | Zucker sod- _ in mg | Zucker 

losung | Zucker ebildet | }6sung |) Zucker | ebildet 

i g ' ! 8 
Beginn. . .] blau | 19 | 0 blau | 1,6 0 
', Stunde .| blau | 15 | 0 blau | 1,9 0,3 
1 ; -| blau | 14 | 0 blau | 1,9 0,3 
1‘, Stunden] blau | 13 | O blau | 23 0,7 
2 law | 18 | a | 287 
Reduziert. . 0) Spur 
Fehling 








Il. 


0,8715 g Starke hatten aufgenommen 0,0137 g = 1,57°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0269 g = 3,09°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 2,36°o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Starke. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 
































7 ie iil Mit Chlorwasserstoff und 
Si 4 Ammoniak behandelte Stirke 
Dauer des es 
‘Reduktion| mg ‘Reduklion mg 
Versuches dod- | in mg | Zucker Jod- | in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet | !}6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .]} blau | 1,0 | 0 blau 1,0 0 
24 Stunden.| blau | 0,9 | 0 blau 2,4 1,4 
‘eduziert . o deutlich 
Fehling 
Ill 


0,1673 g Starke hatten aufgenommen 0,0064 g = 3,82°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0053 g = 3,17°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 1,39°/o Ammoniak. 


Kontrolle: 0,2 g Starke. 
Starkelésung: 2 g lisl. Starke: 500 ccm Wasser. 
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| 























ie aie ontuciie Mit Chlorwasserstoff und 
oe a Oe en Ammoniak behandelte Starke 
Versuches sod —o" uals el wy deans 
lésung | Zucker | gebildet | sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .] blau 05 | 0 blau 0,3 0 
le Stunde .|  blau 02 |] O blau 0,7 0,4 
1 > .| blau | 03 | 0 blau | 0,7 0,4 
1'/2 Stunden]  blau O4 | 0 blau | 1,2 0,9 
a ae blau | | 03 | 0 | blau 1,2 09 | 
Reduziert. . o Spur 
Fehling 
IV. 


0,1901 g Starke hatten aufgenommen 0.0061 g = 3,21°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0081 g = 4,27 °/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 2,77°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Starke. 

Stirkelésung: 2 g lisl. Starke: 500 ccm Wasser. 























ae a | Mit Chlorwasserstoff und 
; : Ammoniak behandelte Starke 
Dauer des siidiega aaa : 
—" Reduktion mg Jod- Reduktion| mg 
Versuches | * in mg | Zucker | “°° | in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet losung Zucker | gebildet 
Beginn. . .]| blau 08 0) blau | 0,4 | 0 
24 Stunden. | blau 0,1 | 0 blau 1.6 | 1,5 
Reduziert. . 0 Spur 
Fehling 








c) Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak. 


Ein durch aufeinanderfolgende Einwirkung von Ammoniak-, 
Chlorwasserstoff- und wieder Ammoniakgas erhaltenes Priiparat 
war unwirksam. 

Es gelingt demnach, aus Starke durch Einwirkung von 
Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas Praparate von geringer 
diastatischer Wirksamkeit zu erzielen. 


D3* 


tt 
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B. Loésliche Starke. 


Die lésliche Starke, welche zu den folgenden Versuchen 
verwendet wurde, war von Kahlbaum bezogen. Sie wurde 
in ihrem Aussehen durch Chlorwasserstoffgas nicht verdndert. 


a) Chlorwasserstoff und Auspumpen 
ergab keine wirksamen Praparate. 


b) Chlorwasserstoff und Ammoniak. 


Von 4 angestellten Versuchen ergab nur einer ein wirk- 
sames Priiparat, es folgt das beziigliche Versuchsprotokoll. 
Die drei anderen Versuche lieferten nur unwirksame Priparate. 

0,8965 g lisliche Starke hatten aufgenommen 0,0063 g = 0,70 °/o 
Chlorwasserstoff und darauf 0,0266 g = 2,97 °/o Ammoniak, entsprechend 
einem Uberschusse von 2,64°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g lésliche Stirke. 

Stairkelésung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 











Mit Chlorwasserstoff 
Kontrolle und Ammoniak behandelte 


Dauer des lésliche Stirke 

















Versuches Jod- Reduktion mg Jod- Reduktion mg 

sung | 22.08 | Zucker | ésung | ine | Zucker 
Beginn. . .[ blau | 2,9 | 0 blau | 23 0 
‘le Stunde .] blau | 2,4 | 0 blau | 26 0,3 
1 > «| blaw | 22 ) 0 blau | 2,7 0,4 
{'/e Stunden} blau | 23° | 0 blau | 3,1 0,8 
2 blu = 27 | 0 blau | 4,0 1,7 
Reduziert. . 0 deutlich 








Fehling 


ce) Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak 
lieferte nur unwirksame Priaparate. 


Aus loéslicher Stirke konnte nur einmal und zwar durch 
Behandlung mit Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas eine deut- 
lich wirksame Diastase gewonnen werden. 











| 


| 
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C. Dextrin. 


Zu den Versuchen diente ein Praparat von Handelsdextrin, 
es stellte ein gelbbriunliches Pulver dar, welches sich in 
warmem Wasser leicht und vollstandig aufléste. Die wiisserige 
Losung reagierte schwach sauer und wurde durch Jodlésung 
rot gefarbt. 

Durch Behandlung mit Chlorwasserstoffgas wurde das 
Aussehen des Pulvers nicht verandert. 


a) Chlorwasserstoff und Auspumpen 
ergab kein wirksames Praparat. 


b) Chlorwasserstoff und Ammoniak. 


In 4 Versuchen wurde nur einmal ein wirksames Priparat 
erzielt. Die 3 tibrigen Versuche fiihrten nur zu unwirksamen 
Praparaten. Auf das wirksame Praparat bezieht sich folgendes 
Protokoll: 


0,9799 g Dextrin hatten aufgenommen 0,0031 g = 0,32 °/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0178 g = 1,82°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 1,67°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Dextrin. 

Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 


























— Mit Chlorwasserstoff und 
Dauer des | ___ _____ | Ammoniak behandeltes Dextrin 
Versuches | Jod- ey Reales Jod- oe | aalie 
losung Zucker | gebildet | l6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau 6,2 0 blau | 6,3 0 
‘eg Stunde .] blau 5,8 0 blau 6,1 0 
1 > | blau!| 6,1 0 blau 6,6 0,3 
1/s Stunden| blau| 5,8 0 blau 6,8 0,5 
D ; blan | 54 0 blau | 74 | 441 
Reduziert. . wenig mihig 
Fehling 








c) Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak 
ergab kein wirksames Prdaparat. 














aun 
—~ 
_~ 
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Auch Dextrin lieferte nur einmal und zwar bei der Be- 
handlung mit Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas eine wirk- 
same Diastase. 


D. Gummi arabicum. 


Mit Gummi arabicum, einem Handelspraparate, wurde nur 
ein Versuch angestellt. Einwirkung von Chlorwasserstoff und 
Ammoniakgas lieferten hierbei ein wirksames Priéparat, wie 
folgendes Protokoll zeigt: 

0,2253 g Gummi arabicum hatten aufgenommen 0,0018 g = 0,80°/o 


Chlorwasserstoff und darauf 0,0099 g = 4,39°/o Ammoniak, entsprechend 
einem Uberschusse von 4,02°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Gummi arabicum. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Staérke: 500 ccm Wasser. 





























Mit Chlorwasserstoff 
Kontrolle und Ammoniak behandeltes 
Dauer des Gummi arabicum 
Versuches Jod- Reduktion, mg Jod- Reduktion mg 
lssune | 22 ms | Zucker lssung | 22 ™8 Zucker 
© | Zucker | gebildet © | Zucker | gebildet 
Begin. . .] blaa | 0 | 0 blau | 0 0 
es Stunde .| blau | 0 blau 0,1 0,1 
1 >» «| blau | 0 0 blau | 0,1 0,1 
Ile Stunden] blau | 0 0 blu | 05 (05 
| 
2 : blau © 0 0 blau | 07 | 0,7 
24 > blau 0 | oO blau 141 | 411 
Reduziert. . p Spur 
Fehling 





E. Rohrzucker. 


Das verwendete Praparat war kiuflicher Wiirfelzucker, 
welcher fein gepulvert wurde. Bei der Einwirkung von Chlor- 
wasserstoff briiunte sich das Préparat und sinterte allmahlich 
zu einer klebrigen schwarzen Masse zusammen. Alle Priparate, 
auf welche Chlorwasserstoffgas eingewirkt hatte, reduzierten 
Fehlingsche Lésung; es hat demnach nebst anderen Prozessen 
eine Invertierung von Rohrzucker stattgefunden. Von den 
Priiparaten, welche durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und 
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Auspumpen (2 Versuche) oder durch Einwirkung von Chlor- 
wasserstoff und Ammoniak (4 Versuche) gewonnen wurden, 
zeigte kein einziges diastatische Wirksamkeit. Nur aufeinander- 
folgende Einwirkung von Ammoniak-, Chlorwasserstoff- und 
wieder Ammoniakgas fiihrte zu einem wirksamen Priparate, 
wie das folgende Protokoll zeigt. 


0,2270 g Rohrzucker hatten aufgenommen 0,0006 g = 0,27 °/o Am- 
moniak, darauf 0,0473 g = 20,84°/o Chlorwassersto!f und dann 0,0227 g 
= 10,00°/o Ammoniak, entsprechend einem Uberschusse von 0,54 
Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Rohrzucker. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Stairke: 500 ccm Wasser. 




















Mit Ammoniak, Chlorwasser- 
Kontrolle stoff und Ammoniak behan- 
Dauer des delter Rohrzucker 
$$$}. $$$ 
Versuches Jod- Reduktion| mg Jod- |Reduktion mg 
lésune | 22 ms | Zucker aie in mg | Zucker 
~ © Zucker | gebildet g | Zucker | gebildet 
Beginn. . .} blau | 0 | 0) blau | 21 | O 
2 Stunde .} blau | 0 | 0 blu | 29 | 08 
J > -| blau | 0 | 0 blau | 29 | 0,8 
1'/s Stunden} blau 0 | 0 blau | 31 | 10 
2 Stunden .] blau 0 | Y) blau | 3,3 | 1,2 
Reduziert. . g mifig 
Fehling 





F. Maltose. 


Zu den Versuchen diente ein von Kahlbaum bezogenes 
Pradparat. Es verdanderte sein Aussehen beim Behandeln mit 
Chlorwasserstoff nicht. Alle Versuche, die mit Maltose an- 
gestellt wurden, auch diejenigen, in welchen Maltose nur mit 
Chlorwasserstoff und Auspumpen, also nicht mit Ammoniak 
behandelt wurde, lieferten Resultate, aus welchen auf eine 
diastatische Wirksamkeit der entstandenen Priparate geschlossen 
werden kann. 

Ich fiihre zunichst die Versuchsergebnisse an. 
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a) Chlorwasserstoff und Auspumpen. 





1,0408 g Maltose hatten aufgenommen 0,0097 g = 0,93 °/o Chlor- 
wasserstoff und nach dem Auspumpen noch behalten 0,0008 g = 0,08 °/o 


Chlorwasserstoff. 
Kontrolle: 1 g Maltose. 


Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 
eeeeeeeeeee——————————————————————————————————————— 























, Mit Chlorwasserstoff 
Kontrolle behandelte Maltose 
Dauer des ‘ PP A seen 
‘Reduktion| mg Reduktion mg 
Versuches Jod- ' in mg | Zucker Jod- | in mg | Zucker 
losung = Zucker | gebildet | sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .] blau | 30,4 | 0 blau | 27,9 0 
'’g Stunde blau | 300 | 0 blau | 283 0,4 (| 
i >» .| blau | 300 | 0 blau | 30,0 2,1 
1'/2 Stunden blau | 29,7 | 0 blau 29.8 1,9 
2 > _blau 30.1 | 0 blau 28,9 1,0 
Reduziert. . sehr stark sehr stark 
Fehling 
Il. 


1,0312 g Maltose hatten aufgenommen 0,0946 g = 9,17°/o Chlor- 
wasserstoff und nach dem Auspumpen abgenommen um 0,0099 g = 0,96 °/o 


unter das urspriingliche Gewicht der Maltose. 


Kontrolle: 1 g Maltose. 


Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 


























a Mit Chlorwasserstoff 
behandelte Maltose 
a en nical | 
Reduktion| mg ‘Reduktion| mg 
Versuches Jod- in mg | Zucker biel in mg ; Zucker 
losung Zucker | gebildet lésung | Zucker | gebildet 
Beginn . blau | 28,1 0 blau 15,4 0 
24 Stunden .| blau 27,5 0 blau 15,9 0,5 
Reduziert sehr stark sehr stark 
Fehling 








b) Chlorwasserstoff und Ammoniak. 


I. 

1,0215 g Maltose hatten aufgenommen 0,0805 g = 7,88°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0173 g = 1,69°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Defizit von 1,96°/o Ammoniak. 














Diastasepriparate aus verschiedenen Kohlenhydraten. XIII. 3: 


Kontrolle: 1 g Maltose. 
Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 


— 
~] 








Mit Chlorwasserstoff und 




















Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des Maltose 
Versuches 1. |Reduktion| — mg ™ ~ |Reduktion! — mg | 
Jod- in mg | Zucker Jod- _ inmg | Zucker 
losung | Zucker | gebildet | sung Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 32,0 0 blau | 156 | 0 
| 
‘1g Stunde.| blau | 31,0 0 blau | 154 | () 
1 > blau | 31,5 0 blau | 15,0 | 0 
11/2 Stunden} blau | 31,4 0 blau | 163 0,7 
2 > blau 31,4 0 blau | 161 | 0,5 
Reduziert . sehr stark stark 
Fehling 
II. 


1,0047 g Maltose hatten aufgenommen 0,0352 ¢ 


3,50 °/o Chlor- 


wasserstoff und darauf 0,0703 g = 7,27°/o Ammoniak, entsprechend einem 


Uberschusse von 5,63 °%/o Ammoniak. 


Kontrolle: 1 g Maltose. 
Starkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 








Mit Chlorwasserstoff und 

















Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des Maltose 
Versuches ‘|Reduktion) mg |. |Reduktion| mg a 
dod- | in mg | Zucker dod- | in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet | !6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. ..| blau | 26,6 0 blau | 19,4 0 
‘/s Stunde .]| blau | 266 0 blau | 19,3 0 
| | 
1 > .| blau | 266 0 blau | 19,4 0 
1/2 Stunden] blau | 26,5 0 blau | 20,1 0,7 
2 > blau | 26,5 0 blau | 20,1 0,7 
24 : blau 26,6 0 blau | 22,7 3,3 
Reduziert sehr stark sehr stark 


Fehling 
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If. 

0,2387 g Maltose hatten aufgenommen 0,0364 g == 15,25°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0154 g = 6,45°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Defizit von 0,67 °/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Maltose. 

Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 


nt 


Mit Chlorwasserstoff und 























Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des Maltose 
Versuches | 4 Reduktion| mg | 4. |Reduktion| — mg_ 
: | in mg | Zucker i ; in mg | Zucker 
losung Zucker | gebildet | !6sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blaun | 43 | 0 blau | 1,5 0 
‘/e Stunde .] blau | 4.3 | 0 blau | 2,0 0,5 
I > .f blu | 39 | 0 blaa | = 1,9 0,4 
I'/, Stunden] blau 4,3 | 0 blau | 1,8 0,3 
2 > blau 4,3 | 0 blau | 25 | 1,0 
Reduziert . miifig wenig 
Fehling 
IV. 
0.2099 g Maltose hatten aufgenommen 0,0248 g = 11,81°/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0103 g = 4,90°/o Ammoniak, entsprechend einem 


Defizit von 0,62 °/o Ammoniak. 
Kontrolle: 0,2 g Maltose. 
Stirkelésung: 2 g ldsl. Stirke: 500 ccm Wasser. 









































Mit Chlorwasserstoff und 
Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des Maltose 
Versuches | ar Reduktion| | mg i os ‘Reduktion mg 
/ in mg | Zucker |. in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet lésung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 51 | 0 blau 1,0 0 
24Stunden.}| blau | 5,0 | 0 blau 2,1 1,1 
Reduziert. . miihig wenig 
Fehling 





c) Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak. 


(),2055 g Maltose hatten aufgenommen 0,0034 g = 1,65°/o Ammoniak, 
darauf 0,0366 g = 17,88°/o Chlorwasserstoff und dann 0,0087 g = 4,24 /o 
Ammoniak, entsprechend einem Defizit von 2,43°/o Ammoniak. 


















































Diastasepraparate aus verschiedenen Kohlenhydraten. XIIL. 


Kontrolle: 0,2 g Maltose. 
Starkelésung: 2 g lisliche Starke: 500 ccm Wasser. 


= 


Mit Ammoniak, Chlorwasser- 
Kontrolle stoff und Ammoniak 
behandelte Maltose 

















Dauer des 











Versuches | j,4. (Reduktion| — mg Jog. (Reduktion| mg 
: | in mg Zucker b in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet losung — Zucker | gebildet 

Beginn. . .| blau «69 | 0 blau 1,7 | 0 

‘le Stunde .| blau 64 | 0 blau | 2,3 0,6 

1 > blu | 65 | 0 blau | 24 | 0,7 

1/2 Stunden | blau 6,4 0 blau | 30 | 13 

2 . blau | 65 | O blau | 30 | 413 

Reduziert . stark mibig 
Fehling 








In allen Fallen weist die Bangsche Zuckertitrierung auf 
eine Entstehung von Zucker hin. Trotzdem scheint gerade 
hier, wenn diese Entstehung von Zucker als Ergebnis einer 
diastatischen Wirkung aufgefafBt werden soll, Vorsicht am 
Platze; denn 

1. wurde in keinem Versuche trotz erheblicher Zucker- 
zunahme das Verschwinden der Starke konstatiert, 

2. zeigen die mit Chlorwasserstoff, bezw. auch mit Am- 
moniak behandelten Priparate durchwegs eine erheblich ge- 
ringere Reduktionskraft als die urspriingliche Maltose, so dab 
die Zunahme der Reduktionskraft auch auf einer Wieder- 
herstellung der urspriinglichen Maltose beruhen koénnte, und 

3. ist die Maltose ein Disaccharid; die Zunahme der 
Reduktionskraft kénnte auch in einer Spaltung (Inversion) der 
Maltose oder ihrer Verénderungsprodukte begriindet sein. 

Punkt 2 und 3 auszuschlieBen gelinge vielleicht durch 
analoge Versuche wie beim Milchzucker. Ich unterlief sie 
vorlaufig, weil es mir nur darauf ankam, zu sehen, ob Maltose 
wirksamere Diastase liefert als der Milchzucker, und das ist 
nach den vorliegenden Versuchen nicht der Fall. 
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G. Traubenzucker. 

Zu den Versuchen diente ein von Merck unter der Marke 
«Traubenzucker purum wasserfrei» bezogenes Priparat. Dieser 
Traubenzucker sinterte bei der Behandlung mit Chlorwasserstoff 
zu einer durchsichtigen, gelben, etwa wie Bernstein aussehenden, 
jedoch klebrigen Masse zusammen, welche bei der Behandlung mit 
Ammoniak ihr Aussehen nicht mehr merklich weiter veranderte. 
Nur beim Auspumpverfahren nahm sie allméhlich eine etwas 
dunklereFarbung an. Diese dichte Beschaffenheit ist dem Versuche 
insoferne nicht giinstig, weil sie die Einwirkung von Ammoniakgas 
nurin beschrinktem Mafie, naimlich nur an der Oberfliche gestattete. 

Die mit Chlorwasserstoff, bezw. auch mit Ammoniak be- 
handelten Praparate reduzierten F ehlingsche Lésung erheblich 
weniger als der urspriingliche Traubenzucker. 

Weder durch Einwirkung von Chlorwasserstoff und Aus- 
pumpen (2 Versuche), noch durch Einwirkung von Chlorwasser- 
stoffgas und Ammoniakgas (4 Versuche) konnten wirksame 
Priiparate erzielt werden. Nur aufeinanderfolgende Einwirkung 
von Ammoniak-, Chlorwasserstoff- und Ammoniakgas lieferte 
ein wirksames Priparat. Das beziigliche Versuchsprotokoll folgt: 


0,2695 g Traubenzucker hatten aufgenommen 0,0184 ¢ = 6,85°/o 
Ammoniak, darauf 0,0449 g = 16,66 °/o Chlorwasserstoff und dann 0,0150 g 
-= 5,57 °}o Ammoniak, entsprechend einem Uberschusse von 4,64 °/o Ammoniak. 

Kontrolle: 0,2 g Traubenzucker. 

Stirkelisung: 2 g lésliche Starke: 500 ccm Wasser. 

















Mit Ammoniak, Chlorwasser- 

















Kontrolle stoff und Ammoniak 

Dauer des behandelter Traubenzucker 
Versuches at. Reduktion) — mg Sod. [Reduktion| mg 

a | in mg | Zucker ie in mg Zucker 

losung Zucker | gebildet | sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .[ blau | 9,1 | 0 blau | 6,4 0 
‘le Stunde.] blau | 91 | 0 blau 7,3 0,9 
1 - bau 90 | O blau 8,3 1,9 
1'/e Stunden] blau | 9,0 | 0 blau | 7,9 1,5 
1 > blau 91 O blau 8,0 1,6 

Reduziert . stark stark 








Fehling 
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H. Fruchtzucker. 

Der verwendete krystallisierte Fruchtzucker war von 
Kahlbaum bezogen, er war aus Inulin dargestellt worden. Bei 
der Behandlung mit Chlorwasserstoff resultierte eine kohlige 
Masse. Kein Versuch (2 Versuche: Chlorwasserstoff und Aus- 
pumpen, 4 Versuche: Chlorwasserstoff und Ammoniak, 1 Ver- 
such: Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak) fiihrte zu einem 
wirksamen Priparate. Alle derartig dargestellten Priiparate 
reduzierten Fehlingsche Lisung nur wenig. 


I. Galaktose. 

Zu diesen Versuchen wurde die Galaktose aus reinem 
Milchzucker durch Spaltung mit Salzsiiure dargestellt und 
wiederholt aus Alkohol umkrystallisiert. Bei der Behandlung 
mit Chlorwasserstoff veriinderte die Galaktose ihr Aussehen 
nicht. [hre Reduktionskraft biiBte sie nur zum geringen Teile ein. 


a) Chlorwasserstoff und Auspumpen 
fuhrte zu keinem wirksamen Priiparate. 


b) Chlorwasserstoff und Ammoniak. 
Von 4 angestellten Versuchen wurden nur in 3 Versuchen 


wirksame Priiparate erhalten. Diese 3 Versuche sind folgende: 
I, 

0,9398 g Galaktose hatten aufgenommen 0,0318 g = 3,39 °/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0226 g = 2,45°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 0,87°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Galaktose. 

Stairkelésung: 2 g lésl. Stérke: 500 ccm Wasser. 
EEE ”F 

















Mit Chlorwasserstoff und 
Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des Galaktose 
Versuches Joq- Reduktion mg Yad. [Reduktion| mg 
Ss | in mg | Zucker 1c / in mg | Zucker 
osuns | Zucker | gebildet | °°""5 | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau 40,7 0 blau | 326 | 0 
1/2 Stunde .| blau ; 40,5 | 0 blau | 33,3 | 0,7 
1 > .| blau | 408 | (0,1) blau | 33,4 | 0,8 
1'/: Stunden] blau | 408 | (0,1) blau | 335 | 09 
2 > blau | 408 | (0,1) blau | 341 | 1,5 
Reduziert . sehr stark sehr stark 
Fehling 
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II. 

0.8910 g Galaktose hatten aufgenommen 0,0136 g = 1,53 °/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0085 g = 0,95°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Uberschusse von 0,23°/o Ammoniak. 

Kontrolle: 1 g Galaktose. 

Stirkelisung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 

















Mit Chlorwasserstoff und 
Kontrolle Ammoniak behandelte 
Dauer des ae : = Galaktose 
Versuches Jod- Reduktion| mg Jod- Reduktion| mg 
lés / in mg | Zucker lssune | 22 mB Zucker 
Osung | Zucker | gebildet & Zucker | gebildet 
l l 
Beginn. . .| blau | 399 | 0 blau | 364 | 0 
24 Stunden.| blau | 391 | O | blau | 372 | O08 
Reduziert. . sehr stark sehr stark 
Fehling 





Ill. 
0.2284 ¢ Galaktose hatten aufgenommen 0,0130 g = 5,69 °/o Chlor- 
wasserstoff und darauf 0,0033 g = 1,45°/o Ammoniak, entsprechend einem 
Defizit von 1,23°/o Ammoniak. 
Kontrolle: 0,2 g Galaktose. 
Stirkelésung: 2 g lésl. Starke: 500 ccm Wasser. 





Mit Chlorwasserstoff 











Kontrolle und Ammoniak behandelte 
Dauer des Galaktose 
Versuches ‘|Reduktion’ mg | , 4 (Reduktion| mg — 
Jod- in mg | Zucker Jod- | in mg | Zucker 
losung | Zucker | gebildet | sung | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau | 10,4 0 blau 6,4 | 0 
24 Stunden.] blau | 92 | 0 blau | 7,3 | 0,9 
Reduziert. . stark mahig 
Fehling 








c) Ammoniak, Chlorwasserstoff, Ammoniak. 


Kin derartiger Versuch ergab ein positives Resultat. 

0,2064 g Galaktose hatten aufgenommen 0,0023 g = 1,11°/o Am- 
moniak, darauf 0,0131 g = 6,35°/o Chlorwasserstoff und dann 0,0048 g 
== 2.23°/o Ammoniak, entsprechend zusammen einem Uberschusse von 


0.37 °/o Ammoniak. 
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Kontrolle: 0,2 g Galaktose. 
Stirkelésung: 2 g lésliche Starke : 500 ccm Wasser. 
































Mit Ammoniak, Chlorwasser- 
Kontrolle stoff und Ammoniak behan- 
Dauer des delte Galaktose 
Versuches Jod- Reduktion mg Jod- |Reduktion, mg 
soong | im mg | Zucker |)... | in mg | Zucker 
lésung | Zucker | gebildet | !S""8 | Zucker | gebildet 
Beginn. . .| blau 8,3 | 0 blaun | 59 | O 
| 
“e Stunde .| blau 8,2 | 0 blau | 6,2 0,3 
1 » blau 8,1 | 0 blau | 0,9 0 
1'/e Stunden | blau 78 | O blau 63 | O04 
2 > blau 8,2 | (0) blau 6,5 | (06 
Reduziert. . stark mifhig 
Fehling 








Aus den angefiihrten Versuchen ergibt sich, dab nicht 
nur aus Milchzucker, sondern auch aus anderen Kohlenhydraten 
Priiparate gewonnen werden kénnen, welche schwache dia- 
statische Wirksamkeit besitzen. Aus jedem der untersuchten 
Kohlenhydrate mit Ausnahme des Fruchtzuckers konnte wenig- 
stens ein solches Praparat erhalten werden. 

Die Ausnahme des Fruchtzuckers als Argument dafiir zu 
verwenden, daf nur eine Aldose, bezw. ein Komplex von 
Aldosen, nicht aber eine Ketose zur Bildung einer Diastase 
befahigt sei, erscheint mir noch verfriiht, zumal da bei den 
Versuchen mit Fruchtzucker dieser weitgehend, und zwar bis 
zur Verkohlung verandert wurde. 

Wie schon bei der Maltose erwihnt wurde, kénnen die 
positiven Resultate der beschriebenen Versuche nicht einmal 
mit voller Sicherheit auf eine diastatische Wirkung bezogen 
werden. Es wiren vielmehr, wie das in der friiheren Arbeit 
beim Milchzucker geschehen ist, ergianzende Versuche not- 
wendig. Ich unterlieS vorliufig diese miihsamen erginzenden 
Versuche, weil ich mit den durchgefiihrten Versuchen zunichst 
andere Absichten verfolgte. Ich behalte mir aber vor, sie 
nachzutragen, wenn ich sie zur Beweisfiihrung brauchen sollte. 
Sie wiirden allerdings eine wertvolle Stiitze meiner Annahme 








354 Theodor Panzer, Diastasepraparate aus Kohlenhydraten. XIII. 


bilden, daB es bei der Fermentwirkung nicht auf die Gesamt- 
konstitution des Fermentmolekiiles ankomme, sondern nur auf 
eine oder einige Atomgruppen. 

Mit Sicherheit haben die vorliegenden Versuche ergeben, 
daf die untersuchten Kohlenhydrate keine Diastase liefern, 
welche wirksamer wiren als die aus Milchzucker gewonnenen. 

Die weiteren Versuche zur Gewinnung von wirksamerer 
Diastase auf kiinstlichem Wege werden sich also weniger auf 
das Substrat als vielmehr auf die Methode zu erstrecken haben. 

















Uber physiologische Tagesschwankungen im Blutzuckergehalt 
des Menschen und Beeinflussung desselben durch Ather- 
und Chloroformnarkose. 

Von 


Dr. Ernst Hirsch. 


(Aus dem Laboratorium des stadtischen Krankenhauses in Wiesbaden.) 
(Direktor: Prof. W. Weintraud.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20, Dezember 1914.) 


Vor kurzem hatten Reinbach und ich in dieser Zeit- 
schrift (Bd. 87, H. 2, Bd. 91, H. 4) tiber den physiologischen 
Blutzuckergehalt des Kaninchens und Hundes und iber die Be- 
einflussung desselben durch Narkotica Mitteilung gemacht. 

Es erschien uns nun wissenswert, nach geniigender Fest- 
stellung der physiologischen Tagesschwankungen im Blutzucker- 
gehalt des Menschen, die Veranderung desselben nach All- 
gemeinnarkose niher zu studieren. Daf nach Ather- und 
Chloroformnarkose beim Menschen bisweilen Glykosurie auf- 
tritt, ist den Chirurgen hinlaénglich bekannt; iiber die Ein- 
wirkung der Narkose auf den Blutzuckergehalt des Menschen 
ist meines Wissens in der Literatur nichts ver6ffentlicht. Des- 
halb schien es von Interesse, dieser Frage nachzugehen. 

Zur Bestimmung der physiologischen Tagesschwankungen 
im Blutzuckergehalt und zur Feststellung der Verdnderung des- 
selben nach Narkotica ist die Bangsche Methode deshalb 
geeignet, weil sie mit kleinen Blutmengen fortlaufende Reihen- 
Untersuchungen gestattet. 

Im folgenden sollen kurz die Resultate der téglich mehrmals 
vorgenommenen Blutzuckeruntersuchungen an ganz gesunden 
oder nur leicht neurasthenischen Personen mitgeteilt werden. 
Die Blutentnahme wurde dreimal bis siebenmal am Tage wieder- 


holt, hauptsaéchlich um den Einflu8 der Nahrungsaufnahme 
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deutlich zum Ausdruck zu bringen. Das Blut wurde aus der 
Fingerbeere oder dem Ohrlippchen ohne Druck entnommen, 
es wurden jedesmal gleichzeitig 3 Analysen ausgefiihrt, der 
Mittelwert aus 3 Analysen wurde den Angaben zugrunde gelegt. 


1. J. W., 35 a., gesunder kraftiger Mann. 


920 nach dem I. Friihstiick 0,08 °/o Biz. 790 250 g Kaffee, 1 Brétchen. 


200 >» » Mittagessen 0,12°/o » 1200 250 g Suppe, 100 g Rind- 
fleisch, 300 g Gemiise. 
5% p.m. nach dem Kaffee 0,09°%/o » 400 250 g Kaffee, 2 Brétchen. 


2. W.A., 22 a., Rekonvaleszent nach Polyarthr. rheum. 


me 


430 a.m. nach d. I. Friihst. 0,09 °/o Blz. 800 250 g Kaffee, 2 Brétchen. 

1230 p.m. nachd. Mittagessen 0,08 °/o > 1200 250 g klare Suppe, 100 g 
Rindfleisch, 300 g¢ Kar- 
toffeln. 

500 p.m. nath dem Kaffee 0,09°%o  » 400 250 g Milchkaffee, 2 Brét- 
chen. 


3. M. J., 34 a., Leichte Neurasthenie. 


900 a.m. nach d. L. Friihst. 0,11°/o Blz. 800 300 g Milchkaffee, 1 Brot- 
chen. 

1210 p.m. » d. Mittagessen 0,10°/o >» 1200 300 g Griessuppe, 100 g 
Rindfleisch, 300 g Kar- 
toffelbrei. 

500 p.m. nach dem Kaffee 0,10°/o >» 500 300 g Milchkaffee, 2 Brét- 
chen. 


t. B. Fr., 36 a., sine morbo. 


900 a.m. nach d. I. Frithst. 0,11°/o Blz. 790 250 g Milchkaffee, 1 Brot- 
chen. 
1230 p.m. vor d. Mittagessen 0,09 °%/o » 1200 250 g Suppe, 100 g 
Schweinefleisch, 300g Reis. 
500 p.m. nach dem Kaffee 0,11°%/o > 490 250 g Milchkaffee, 2 Brét- 
chen. 


d. H. J., 30 a, s. m. 


740 a.m. nach d. I. Friihst. 0,12 °/o Blz. 79 300 g Milchkaffe, 1 Brét- 
chen. 

1220 p.m. vor d. Mittagessen 0,09°/o >» 1230 250 g Reissuppe, 100 g 

Rindfleisch, 300 g Gemiise. 

430 p.m. nach dem Kaffee 0,14°/o >» 400 250 g Milchkaffee, 2 Brat- 
chen. 
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800 


1200 


357 


6. Kr. L., 42 a., s. m. 


nach dem I. Friihstiick 0,11 °o Blz. 700 300 g Milchkaffee, 2 Brit- 
chen. 

vor dem Mittagessen O,11°/o  » 1230 250 g Rindsuppe, 100 ¢g 
Rindfleisch, 250 g Gemiise. 


nach dem Mittagessen 400 250 ¢ Kaffee, 2 Briétchen. 


und nach dem Kaffee 0,16°/o » 


7 K. L, 34 a, s. m. 
a.m. nach d. I. Frithst. 0,12 °%o Bz. 790 250 g Milchkaffee, 1 Brét- 


chen. 
vor dem Mittagessen 0,11°o » 1230 300 g Sappe, 100 g Kalb- 
fleisch, 300g Kartoffelbrei. 
400 250 g Milchkaffee, 2 Brét- 
chen. 


nach dem Kaffee O,11°/o » 


8. K. L., 34 a. s.m. (derselbe wie 7). 


niichtern 0,12 °/o Blz. 830 300 ¢ Milchkaffee, 1 Brétchen. 


1015 nach d. I. Friihstiick 0,14°/o » 
1200 vor d. Mittagessen 0,12°/o >» 1230 300 g Fleischsuppe, 100 g 
215 nach d. > 0,13 °%o  » Rindfleisch, 300g Pellkar- 
415 yor dem Kaffee 0,12°/o » toffel, 1 Brétchen. 
60 nach dem » 0,12 °%v » 430 300g Milchkaffee, 1 Brétchen. 
800 yor d. Abendessen 0,10°/o » 

9. K. Fr., 25 a., Neurastheniker. 
89 niichtern 0,11 °%/o Blz. 830 300 ¢ Milclkaffee, 2 Brétchen. 
1000 nach d. I. Friihstiick 0,10°/o » 
1200 vor d. Mittagessen 0,11°o » 1230 300 g Griessuppe, 100 g 
215 nach d. O10°o >» Kalbfleiscn, 250 g Gemiise, 
400 vor dem Kaffee 0,16 °%o » 1 Brétchen. 
615 nach dem _ » 0,11°/o » 430 300g Milchkaffee, 2 Brétchen. 
800 vor d. Abendessen 0,09°/o >» 

10. Gr. Fr., 26 a., s. m. 

900 niichtern 0,10 °/o Blz. 930 300 g Kaffee, 2 Brétchen. 
1190 nach d. Friihstiick 0,09°%o » 1230 300 g Suppe, 230 g Kartoffeln, 
19 nach d. Mittagessen 0,10°/o » 100 g Fle:sch. 
300 nach dem Kaffee 0,17°/o » 250 600 g Kaffee, 140 g Weifibrot. 
500 > > > 0,09 °/o >» 680 80 g Hering, 300 g Kartoffeln, 
79 nach d. Abendbrot 0,11°o » 300 g Kaffee. 


24* 
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11. M. K., 28 a., s. m. 


990 niichtern 0,11 °o Biz. 930 300 g Kaffee, 2 Brétchen. 
119 nach d. Frihstiick 0,12°%o » 1230 300 g Suppe, 230 g Makkaroni, 
19 nach d. Mittagessen 0,13°0 » 100 g Fleisch. 


300 nach dem Kaffee 0,14°/o » 230 600 ¢ Kaffee, 140g Weifbrot. 
00 > . : 0,12 °%/o » 630 100 g_ Brotkartoffel, 90 g 
79 nach d. Abendbrot 0,12°/o » Wurst, 60 g Brot, 200 g Kaffee. 


12. J. M., 24 a., s. m. 


99 niichtern 0,11 °/o Blz. 930 300 g Milchkaffee, 2 Brétchen. 
1100 nach d. Friihstiick 0,13°%o » 1200 300 g Rindsuppe, 75 g Fleisch, 
19 nach d. Mittagessen 0,12°o » 200 g Kartoffeln, 150 g Gemiise. 
300 nach dem Kaffee 0,10°o » 230 300 g Milchtee, 125 g Brot. 
500 >» > > 0,12°/o » 630 50 g Brot, 200 g Gulasch, 
70 nach d. Abendbrot 0,13°%o » 300 g Nudeln. 


13. R. A., 26 a., Neurastheniker. 


910 niichtern 0,11 °/o Blz. 930 300 g Milchkaffee, 2 Brétchen. 
1215 nach d. Frihstiick 0,14°o » 1230 300 g Fleischsuppe, 100 g 
230 nach d. Mittagessen 0,09°/0  » Rindfleisch, 230 g Kartoffelbrei. 

330 300g Milchkaffee, 2 Brétchen. 
500 nach dem Kaffee 0,16°o » 630 100g Kartoffeln, 100g Fleisch, 
70 nach d. Abendbrot 0,17°/o » 50 ¢ Brétchen. 


Aus den Untersuchungen geht hervor, daf, wie tibrigens 
zu erwarten war, der Niichternwert des Blutzuckers der kleinste 
ist. Die Schwankungen im Blutzuckergehalt sind nicht sehr 
bedeutende, jedoch erhebt sich die Blutzuckerkurve nach Ein- 
nahme des I. Friihstiickes allmahlich, um in den meisten Fallen 
in den Nachmittagsstunden zwischen 3° und 5° die héchsten 
Werte zu erreichen. Die gr6é8ten Differenzen liegen zwischen 
0,10°/o niichtern und 0,17°/o nach den Hauptmahizeiten. 

Diese nicht unbedeutende Hyperglykamie ist als unmittel- 
bare Folge der gréferen Nahrungsaufnahme, der Kohlenhydrat- 
resorption und des lebhafteren Stoffwechsels tiberhaupt auf- 
zufassen. Bei den hohen Blutzuckerwerten wurde Zucker im 
Harn niemals gefunden. 

Es lag hier nicht die Absicht vor, den Blutzuckergehalt 
nach Zufuhr einer bestimmten Menge von Kohlenhydraten oder 
nach einer gewissen Probemahizeit zu untersuchen, sondern 
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vielmehr festzustellen, in welchem Mafe der Blutzuckerspiegel 
bei gesunden Menschen nach Einnahme der gewohnlichen Tages- 
mahlzeiten zu den tiblichen Tagesstunden schwankt. 

Bemerkenswert ist, daB die Schwankungen in den Vor- 
mittagsstunden bis eine Stunde nach dem Mittagessen relativ 
geringe sind und da gerade in der Zeit nach 3 Uhr nachmittags 
die héchsten Ausschlige zu verzeichnen sind. Es scheint dies 
darauf zuriickgefiihrt werden zu miissen, dafi gerade zu dieser 
Zeit der intermediire Kohlenhydratstoffwechsel, die natiir- 
lichen Verbrennungs- und Umformungsprozesse im Organismus, 
am lebhaftesten sind. 

Auch Weiz!) hat nach Zufuhr mittelgroBer Mengen von 
Kohlenhydraten nicht unerhebliche Zunahme des Zuckergehaltes 
im Blutplasma feststellen kénnen. Auch in seinen Fallen war 
diese amylogene Hyperglykaimie 2—2!/2 Stunden nach der Mahl- 
zeit am deutlichsten, zu einer Zeit, wo, wie er bemerkt, die 
alimentaire Hyperglykamie nach Traubenzucker oft bereits wieder 
abgeklungen oder sogar einer folgenden Hypoglykaémie ge- 
wichen ist. 

Der Einfluf der Mahlzeiten auf den Blutzuckergehalt wurde 
von Boudouin, Frank, Reicher und Stern, Tachau, 
Wacker untersucht. Jedoch wurde bei diesen Untersuchungen 
gewohnlich der Blutzuckergehalt nur vor und nach Einfthrung 
einer bestimmten Menge von Glukose bestimmt. Bang kommt 
auf Grund der verschiedenen Befunde zu dem Resultat, dab 
100 g Glukose eine unbedeutende Hyperglykaimie bewirken, 
die jedoch nicht konstant sein soll. Nach 200 g Traubenzucker 
kann sogar die Hyperglykamie recht unbedeutend sein bei 
gleichzeitiger Zuckerausscheidung im Harn. Bei 10 Unter- 
suchungen fanden Bing und Jacobsen?) nach 100 g Trauben- 
zucker vorher im Mittel 0,09°/o, 1 Stunde spater 0,14°/o, 
2 Stunden spiter 0,11°/o Blutzucker. In 2 Fallen sahen sie 
doch auch nach 1 Stunde eine Steigerung von 0,10°/o auf 
0,16°/o und 0,17°/o. Auf eine Erklérung dieser abnorm hohen 
Steigerung, ob diese nun auf eine besonders schnelle Resorp- 
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tion vom Darmkanal aus oder auf eine besondere Wirkung 
der Leber zuriickzufiihren ist, darauf soll hier nicht naher ein- 
gegangen werden. Wir méchten diese hohen Werte, die wir 
auch in einigen unserer Faille erreichten, nicht wie Bing und 
Jacobsen als pathologisch hinstellen, den Grund einer solchen 
Steigerung vielmehr in der grofen Menge und leichten Resorbier- 
barkeit der zugefiihrten Kohlenhydrate sehen, schon deswegen, 
weil in 2 daraufhin untersuchten Fallen der Blutzuckergehalt 
schon 2 Stunden spiter zur Norm zuriickgekehrt war (von 
0,16°/o auf 0,11°/o im Fall 9, von 0,17°/o auf 0,09°%o im 
Fall 10). Es handelte sich also nur um eine momentane Uber- 
schwemmung des Blutes mit Zucker. 

Daf hierbei bei verschiedenen Individuen verschiedene 
Momente mitspielen, ist verstiindlich. Die Verhiltnisse treten 
umso klarer zutage, je Ofter die Blutzuckeruntersuchungen vor- 
genommen werden; am besten wire allerdings, wenn nach der 
Nahrungsaufnahme die Blutentnahme stiindlich erfolgen kénnte. 
Dies st0Bt jedoch auf einen nicht unberechtigten Widerstand 
seitens der Patienten. 

Wir mochten bei gesunden, geistig und kérperlich ruhen- 
den Personen 0,12°/o Blutzucker als die obere Grenze fiir den 
Niichternwert, 0,18°/o fiir den Héchstwert 1—2 Stunden nach 
Aufnahme reichlicher gemischter Nahrung ansehen. Die Werte 
0,13°/o und 0,20°/o von Bing und Jacobsen scheinen uns 
etwas zu hoch gegriffen zu sein. Jedenfalls kénnen fiir den 
Menschen als Normalwerte nur Niichternwerte angenommen 
werden. 

In 24 chirurgischen Fallen wurde der Einfluf der All- 
gemeinnarkose auf den Blutzuckergehalt studiert. In 20 Fallen 
bei der gewohnlich gebriuchlichen Ather-Chloroformmisch- 
narkose (mit dem Roth-Driagerschen Apparat bei gleich- 
zeitiger Sauerstoffzufuhr) in 2 Fallen bei reiner Ather-, in einem 
‘all bei reiner Chloroformnarkose. Das Blut wurde aus der 
Fingerbeere ungefiihr 1 Stunde vor der Operation, in !/2 bis 
1stiindigen Intervallen wahrend der Operation und nach der 
Operation bis zum Erwachen der Patienten aus der Narkose 
entnommen. Auch hier wurden immer gleichzeitig 3 Analysen 
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ausgefiihrt und daraus der Mittelwert gezogen. In den Fiillen, 
in denen vor der Narkose eine subcutane Morphium- oder 
Pantoponinjektion gemacht wurde, ist dies besonders angefiihrt. 

Psychische Aufregung vor der Operation ist wohl als 
Ursache einer schon vor der Narkose bestehenden leichten 
Hyperglykamie anzusehen. Im folgenden seien die Unter- 
suchungen kurz angefiihrt. 


i. Franz G., 19 a., Appendicilis. 


900 0,01 Morphium subcutan. 


1015 Blutentnahme 0,140 Blz. Gebraucht wurden: 
1100 Beginn der Narkose. 38 ccm Chloroform 
1110 Blutentnahme 0,13 °%Jo  » 45 cem Ather. 

7 ‘ 0,15°/o  » Dauer der Narkose 
1155 Narkose beendet. 55 Minuten. 


1235 Pat. noch in leichtem Schlaf 0,16°/o  » 
Im Harn bis zum Morgen des n&achsten Tages kein Zucker. 


2. Frau Anna G., 40 a., Kolporhaphie. 


845 Blutentnalme O,11 °o Blz. 

900 Beginn der Narkose. Gebraucht : 

945 Blutentnahme 0,17°%o » 80 ccm Ather 

1010 Narkose beendet. 38 cem Chloroform. 
1025 Blutentn. Frau schlaft noch 0,17°/o » Dauer 70 Minuten. 
1230 Frau wach 0,17 °/o >» 


Im Harn bis néchsten Morgen kein Zucker. 


5. Dora H., 20 a., Kolporhaphie, Alex. Adams Oper. 


800 Blutentnahme 0,11 °/o Biz. 

845 Beginn der Narkose. Gebraucht: 

930 Blutentnahme in Narkose 0,15°%o » 31 cem Chloroform 
1020 Narkose beendet. 79 ccm Ather. 

10% Frau schlaft noch 0,12%/o > Dauer 35 Minuten. 
1246 Frau wach 0,11 °/o 


Im Harn bis naichsten Morgen kein Zucker. 


4. Frida R., 28 a., Ovarialcyste. 


1030 Blutentnahme 0,10 °/o Blz. Gebraucht : 
1040 Beginn der Narkose. 23 ccm Chloroform 
1120 Blutentnahme in Narkose 0,14°%o » 44 ccm Ather. 


1246 Patient wach 0,12°%o >» Dauer 50 Minuten 
Im Harn bis naéchsten Morgen kein Zucker. 
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5. Frau E., 50 a., Carcinom des Uterus. 


0,01 Morphium subcutan. 
Blutentnahme 0,12 %/o Biz. Gebraucht: 
Beginn der Narkose. 51 ccm Chloroform 
Blutentnahme in Narkose 0,17 °jo >» 110 ccm Ather. 

> > 0,19 °%o >» 
Narkose beendet. Dauer 1 Stunde 


Patient noch in leichtem 4) Minuten. 


Narkoseschlaf 0,17°/o » 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 
6. Adam O., 17 a., Appendicitis. 


Blutentnahme 0,09 °/o Blz. 





Beginn der Narkose. Gebraucht: 
Blutentnahme in Narkose 0,14%o » 24 ccm Chloroform 
Narkose beendet 0,14°%o >» 40 ccm Ather. 
Blutentnahme, Patient Dauer 60 Minuten. 

schlummert noch 0,13°%o » 

Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 

7. Franz J., 30 a., Apppendicitis. 

Blutentnahme 0,10°/o Blz. Gebraucht : 
Beginn der Narkose. 20 ccm Chloroform 
Blutentn. am Ende der Narkose 0,16°%o >» 35 ccm Ather. 
Patient wach im Bett 0,12 °%o >» Dauer 45 Minuten. 

Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 

8. Frau Anna D., 52 a., Ovarialtumor. 

0,01 Morphium subcutan. 
Blutentnahme 0,14 °o Blz. Gebraucht : 
Beginn der Narkose. 19 eem Chloroform 
Blutentnahme 0,18 °%o » 47 ccm Ather. 
Narkose beendet. 
Frau schlaft noch 0,18°%o >» Dauer 47 Minuten. 
Frau wach 0,14°o >» 

Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 

9. Frau Sch., 44 a., Cholelithiasis. 

Blutentnahme 0,10°/o Blz. 
Beginn der Narkose. Gebraucht : 
Blutentnahme in Narkose 0,15 °%/o >» 37 ccm Chloroform 
Narkose beendet. 76 ccm Ather. 
Frau noch in Narkoseschlaf 0,15°%o » Dauer 64 Minuten. 
Frau reagiert 0,13°%o >» 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 
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10. Frau H., 28 a., Prolapsoperation. 


850 Blutentnahme 0,12 °/o Biz. 

855 Beginn der Narkose. Gebraucht : 

915 Blutentnahme 0,15 °o >» 42 ccm Chloroform 
955 Narkose beendet. 60 ccm Ather. 

1000 Frau noch in Narkoseschlaf 0,14°%o » Dauer 60 Minuten. 


1215 Frau schlaft noch leicht 0,14°%o » 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


11. Frau Fr., 50 a., Ovarialcyste. 


830 0,01 Morphium subcutan. 

900 Blutentnahme 0,13 °/o Blz. 
915 Beginn der Narkose. 

935 Blutentnahme in Narkose 0,17 °/o >» 


Gebraucht : 
10 cem Chloroform 
70 ccm Ather. 


1000 » > 0,18 °/o >» 
1020 Narkose beendet. — or 
1190 Blutentn. im Narkoseschlaf 0,16°o » 
1090 reagiert bereits 0,15°%o >» 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


12. Frau Gr., 43 a., Myom. Totalexstirpation. 


930 Blutentnahme 0,12 °/o Blz. 

1000 Beginn der Narkose. Gebrancht : 
1030 Blutentnahme in Narkose 0,17 °%o >» 135 ccm Ather 

1100 > > 0,17°)o >» 5 eem Chloroform. 
1130 Narkose beendet. 

1200 Frau schlummert noch 0,19 °%/o >» Dauer 90 Minuten. 
100 Frau wach 0,17 °/o > 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


13. Herr Z., 51 a., Knochenplastik. 


845 0,01 Morphium subcutan. 

915 Blutentnahme 0,12 °/o Biz. 
930 Beginn der Narkose. 

1015 Blutentnahme in Narkose 0,13 °%o >» 


1050 > > 0,13°%Jo > | Gebraucht: 
1180 Blutentnahme gegen Ende 60 ccm Chloroform 
82 ccm Ather. 


der Narkose 0,13°/o » 
1135 Narkose beendet. 
1215 Blutentnahme in Narkose- 
schlummer 0,15°o » 
115 Patient wach Q,15°/o >» 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


Dauer 125 Minuten. 
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14. Herr S., 35 a., Nierenoperation. 


Blutentnahme 
Beginn der Narkose. 
Blutentnahme in Narkose 


Blutentnahme gegen Ende 
der Narkose 0,17°/o » 
0,17 °%o » 


Patient wach 


0 
0,10 °/o Blz. Gebraucht: 
ea 25 ccm Chloroform 
Jiejo » 25 cem Ather. 


Dauer der Narkose 
75 Minuten. 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


15. Frau S., 53 a., Cholelithiasis. 


0,01 Morphium subcutan. 
Blutentnahme 

Beginn der Narkose. 
Blutentnahme in Narkose 
Narkose beendet. 

Frau schlaft noch 


Frau wach 


0,10 °%/o Blz. 
— Gebraucht: 
0,12°%Jo > 38 ccm Chloroform 
72 ccm Ather. 
—s * Dauer 45 Minuten. 
0,19°%o » 
0,16°%o » 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


16. Adolf D., 19 a., Fraktur. 


Blutentn., Pat. sehr aufgeregt 0,14°/o Blz. 


Beginn der Narkose. 
Blutentnahme in Narkose 
Patient wach 


0,12°%o » 


Gebraucht : 
25 ccm Chloroform 
28 ccm Ather. 
Dauer 25 Minuten. 


0,15 °/o 


Im Harn bis nichsten Morgen kein Zucker. 


17. Karl S., 49 a., Kieferfraktur. 


0,01 Morphium subcutan. 
Blutentnahme 

Beginn der Narkose. 
Blutentnahme in Narkose 
Narkose beendet. 

Patient wach 


Gebraucht: 
45 ccm Chloroform 
45 ecm Ather. 


Dauer 53 Minuten. 


0,15 %Jo Biz. 
0,17 %/o 


0,15%o > 


Im Harn bis nichsten Morgen kein Zucker. 


18. Marie St., 13 a., Otitis media. Radikaloper. 


Blutentnahme 

Beginn der Narkose. 
Blutentnahme in Narkose 
Narkose beendet. 

Noch im Narkoseschlaf 


° » » 


Kind wach 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


0,11 °/o Blz. 
| Gebraucht: 
0,14°%o » 40 ccm Chloroform 
5 ccm Ather. 
0,16 °/o 
0,15 °%o » Dauer 68 Minuten. 
0,12°%o » 
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19. Frau N., 30 a., Ovarialcystom. 


839 0,01 Morphium subcutan. 
900 Blutentnahme 0,12 °/o Blz. 


a , . Gebraucht: 
S0e Ege: see THON. 65 al Chloroform 
1125 Blutentnahme in Narkose 0,142» en - 

62 ccm Ather. 
= ° : all al Dauer 70 Minuten 
1205 Narkose beendet. ae | 

110 Frau wach 0,12°%o » 


Im Harn bis nichsten Morgen kein Zucker. 


20. Heinrich R., 41 a., Nierentumor. 


830 0,04 Pantopon subcutan. f 

900 Blutentnahme 0,12 °%o Blz. 

1020 Beginn der Narkose. Gebraucht: 
1045 Blutentnahme in Narkose 015% » 44 ccm Chloroform 
1120 Narkose beendet. 45 ccm Ather. 

1130 Patient in Narkoseschlaf O,17°%o » Dauer 55 Minuten. 
1230 Patient wach 0,16 °/o » 

130s 0,16 %/o  » 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


Reine Chloroformnarkose. 
21. Herr J., 40 a., Hirntumor. 


800 0,01 Pantopon subcutan. 


900 Blutentnahme 0,11 °/o Blz. 

915 Beginn der Narkose. 

935 Blutentnahme in Narkose 0,13 °%o >» 99 Gebraucht: 
1010 | : O1B%Jo >» 92 ccm Chloroform. 
1050 ; > 0,15 °o or 
1110 Narkose beendet. salen 
1200 Patient schlaft noch 0,14 °/o 


190 Patient reagiert auf Anruf 0,14°%o » 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


Verlangerter Atherrausch. 
29. Frau R., 30 a. 


950 Blutentnahme 0,12 °/o Blz. 

1000 Beginn des Atherrausches. Gebraucht: 
1010 Blutentnahme 0,14°%o » 75 ccm Ather. 
1035 Narkose beendet. 

1040 Patient schlaft noch 0,15 %o >» Dauer 25 Minuten. 
1200 Patient wach 0,14°%o » 


Im Harn bis niéchsten Morgen kein Zucker. 
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Reine Athernarkose. 
23. Anna F., 14 a, Torticollis. 


840 0,008 Morphium subcutan. 
900 Blutentnahme 0,12 °/o Biz. 


915 Beginn der Narkose. Gebraucht: 
955 Blutentnahme in Narkose 0,17 °Jo  » 80 cem Ather. 
1025 Narkose beendet. — yr 
1115 Kind schlaft noch 0,21°%o » 

100 > > > 0,16 °%o >» 


Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


Mischnarkose. 
24. Franz J., 13 a., Appendicitis, 


930 Blutentnahme vor der Nark. 0,14°/o Blz. 


1025 Beginn der Narkose. Gebraucht: 
1049 Blutentnahme in Narkose 0,15 °%o » 32 ccm Chloroform 
1110 . > 0,18%o >» 35 ccm Ather. 
1125 Narkose beendet. Dauer 45 Minuten. 


1210 Kind wach 0,14°%o >» 
Im Harn bis nachsten Morgen kein Zucker. 


Wenn uns die geringe Anzahl der untersuchten Fille 
einen Schlu8 erlaubt, kénnen wir sagen, daf ein groBer Unter- 
schied beziiglich der Blutzuckersteigerung zwischen reinen 
Chloroform- oder Athernarkosen und zwischen Mischnarkosen 
nicht besteht, jedoch scheint der Ather stiarker Blutzucker 
steigernd zu wirken als das Chloroform; besonders wenn wir 
Fille wie 18., wo bei 40 ccm Chloroform nur 5 ccm Ather oder 
{2, wo bei 135 ccm Ather nur 5 cem Chloroform inhaliert 
wurden, noch als reine Chloroform bezw. Athernarkosen an- 
sehen kénnen. 

Ein Einflu8{S des Geschlechtes war nicht zu verzeichnen. 
Junge Individuen, besonders Kinder und Personen, die durch 
schwere und langwierige Erkrankungen geschwicht sind, scheinen 
mit stiirkeren Schwankungen zu reagieren. 

Die Menge der inhalierten Narkotica und die Dauer der 
Narkose sind auf die Steigerung des Blutzuckergehaltes von 
EinfluB. 

Eine grofe Rolle spielt die mehr oder weniger leichte 
psychische Erregbarkeit des Individuums. Darauf sind wohl 
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teilweise die manchmal verhaltnismaBig hohen Anfangswerte 
unmittelbar vor dem operativen Eingriff zu beziehen. 

Die Blutzuckerkurve verlauft derart, daf bald nach Ein- 
setzen der Narkose der Blutzuckergehalt steigt, um bei tiefer 
Narkose die gréfSte Héhe zu erreichen und solange der voll- 
stindige narkotische Schlaf anhaélt in dieser Héhe zu ver- 
harren, bis gegen das Erwachen ein langsames Absinken er- 
folgt, wobei sich allerdings nicht sofort und immer der Blut- 
zuckerspiegel auf sein friiheres Niveau wieder einstellt. Wir 
muBten mit Riicksicht auf die Patienten davon Abstand nehmen, 
das vollstaéndige Heruntergehen auf die friihere Héhe zu ver- 
folgen und konnten dies umsomehr tun, als die Tendenz der Ein- 
stellung auf das friihere Niveau gewohnlich zum Ausdruck kam. 

Im ersten Harn, der nicht immer noch am selben Tage 
gelassen werden konnte und deshalb oft erst am Morgen des 
folgenden Tages zur Untersuchung kam, fand sich niemals Zucker. 

Als Ursache méchten wir nicht eine zu geringgradige 
Hyperglykimie annehmen. Wir haben durch die Narkose Blut- 
zuckerwerte erreicht, die beim Diabetiker Glykosurie zur Folge 
haben kénnen. Allerdings gibt es nach den Untersuchungen 
von Naunyn und Liefmann und Stern auch Diabetiker, die 
bei 0,12—0,19°/o Blutzucker Harnzucker nicht ausscheiden. 
Wahrscheinlich haben wir es hier aber doch mit anderen Ver- 
héltnissen zu tun als beim Diabetiker. Bei der Narkosehyper- 
glykaimie handelt es sich um eine quasi experimentell erzeugte, 
gewissermafen toxische Hyperglykémie und wir kénnten daran 
denken, dafi hier in Anlehnung an die Narkoseversuche beim 
Kaninchen und Hund die Glykosurie erst dann eintritt, wenn 
die Hyperglykimie einen gewissen Grad oder Schwellungswert 
erreicht, bei dem die Nieren fiir Zucker undicht werden. So 
erfolgte Ubergang von Zucker aus Blut in Harn beim Kaninchen 
und Hund erst bei einem Blutzuckergehalt von 0,29—0,30°/o. 
Diese Werte haben wir durch Inhalationsnarkose beim Menschen 
niemals erreichen kénnen. 

Es ist aber mdoglich, daf durch mehrere stundenlang 
dauernde Narkosen, bei denen groBe Mengen von Chloroform 
oder Ather ohne gleichzeitige Sauerstoffzufuhr, besonders bei 








368 Ernst Hirsch, 


stark heruntergekommenen Personen, die schwere fieberhafte 
Erkrankungen durchgemacht haben, ferner bei besonders leicht 
erregbaren und jugendlichen Personen eine derartige Steige- 
rung des Blutzuckergehaltes auftreten kénnte, dai es zur 
Glykosurie kommt. 

Die durch Inhalationsnarkose beim Menschen _hervor- 
gerufenen Blutzuckerschwankungen bewegen sich ungefahr in 
denselben Grenzen wie die, die wir beim Hund durch dieselben 
Narkotica erzielen konnten. 

Nur im Versuch XIX hatten wir beim Hund als Folge- 
erscheinung einer 10 Minuten andauernden Asphyxie 0,34°/o 
Blutzucker und Glykosurie zu verzeichnen. Wir mochten die 
Moglichkeit annehmen, daf es auch beim Menschen durch eine 
plétzliche nicht gleich zu behebende Narkose-Asphyxie zu einer 
derartigen Steigerung des Blutzuckergehaltes kommen kann, 
dai Glykosurie eintritt. Leider liegt uns ein derartiger Fall 
beim Menschen nicht vor und auch in der Literatur sind der- 
artige Beobachtungen nicht bekannt. Jedoch glauben wir, daf 
ein grober und vielleicht der gré{te Teil der zur Kenntnis 
kommenden postnarkotischen Glykosurien beim Menschen auf 
Narkose-Asphyxie zuriickzufthren sein wird. 

Sicher ist, daf auch eine stirkere Abkiihlung hierbei 
eine Rolle spielt. Es ware von Interesse, diesen Fragen an 
einem gréberen Material nachzugehen und weiter zu sehen, 
wie sich der Blutzuckergehalt bei Inhalationsnarkose ohne 
gleichzeitiger Sauerstoffzufuhr verhilt, besonders mit Riicksicht 
darauf, dafB nach den Untersuchungen von Miller?) die Aceton- 
glykosurie, nach denen von Seelig?) die Atherglykosurie beim 
Hund bei O-Zufuhr ausbleiben. 


Zusammenfassung. 


Der Blutzuckergehalt des gesunden, vollstandig niichternen 
Menschen iibersteigt nicht den Wert von 0,12°/o. 

Der Blutzuckergehalt des gesunden Menschen unterliegt 
ganz wesentlichen Tagesschwankungen, die von Menge und 


') Miller, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. 44, S. 61, 1901. 
*) Seelig, Ebenda, Bd. 52, S. 481, 1905. 
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Art der zugefiihrten Nahrung abhiangig sind. Die hdéchsten 
Werte treten nach dem Mittagessen etwa 2!/2—4 Stunden 
danach auf und betragen bis 0,18 °/o. 

In 24 chirurgischen Fallen trat nach vollstandig gleich- 
maBiger Chloroform- oder Athernarkose, bezw. Mischnarkose 
bei gleichzeitiger O-Zufuhr (Roth-Drager- Apparat) regelmaBig 
eine Steigerung des vorher normalen Blutzuckergehaltes auf. 
Die obere Grenze betrug 0,18—0,19°/o, nur einmal 0,21 °/o. 
Ausscheidung von Zucker im Harn wurde in keinem Fall 


beobachtet. 


: 








Uber die Urease der Sojabohne und ihre Verwendung zur 
quantitativen Harnstoffbestimmung. 
Von 


Fritz Eigenberger, d. Z. im Felde. 





(Aus der medizinischen Universitatsklinik von R. v. Jaksch, Prag.) 
(Der Redaktion zugegangen am 8, Januar 1915.) 








Marschall verwendet in seinem Verfahren zur quantita- 
tiven Harnstoffanalyse ein harnstoffspaltendes Ferment der Soja- 
bohne (Glycine hispida), das sich aus dieser durch Wasser aus- 
schiitteln laBt. 

Auf Veranlassung des Chefs der Klinik, Herrn Hofrat 
R. v. Jaksch habe ich mich mit dieser Fermentmethode be- 
schaftigt und méchte im Folgenden die Resultate meiner Unter- 
suchungen mitteilen. 

Der wisserige Extrakt des Sojabohnenmehls ist milchig 
triib, leicht gelblich, opaleszierend, reagiert schwach alkalisch 
und enthilt die Urease. Die chemische Untersuchung der Kolloid- 
stoffe des Extraktes laBt diese als typische Eiweifk6rper er- 
kennen, die die wichtigsten fiir die aliphatischen und aroma- 
tischen Eiweifbausteine charakteristischen Gruppenreaktionen 
geben. Der aromatische Kern 1la8t sich durch Salpetersaéure 
zu Pikrinsaure nitrieren, wodurch eine leicht zeisiggelbe Farbung 
auftritt, die auf Kalilaugezusatz in Orange umschligt. Die 
Millonsche Tyrosinreaktion ist ziemlich typisch. Nach Pepsin- 
verdauung gibt Bromwasserzusatz eine Rosafarbung, eine Reak- 
tion, die ich bisweilen auch ohne Vorbehandlung mit Pepsin 
gefunden habe. Nachdem nur freies Tryptophan diese Farben- 
reaktion bewirkt und ich ferner durch Dialyse stickstoffhaltige 
Substanzen aus dem Extrakt entfernen und durch das Kjeldahl- 
Verfahren nachweisen konnte, so glaube ich, daf im Extrakte 
eine Reihe freier Aminosiuren enthalten sind. Der Gehalt 
daran scheint allerdings sehr zu schwanken und es diirften 
diese Aminosiuren im keimenden Samen aus den Eiweifmole- 
kiilen abgebaut und fiir die ersten Wachstumsvorginge zum 
Transport mobilisiert werden. 
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Die Biuretgruppe gibt die charakteristische Farbenreaktion 
sehr deutlich. Der Cystinkomplex laft sich durch Ausfall von 
Schwefelblei nach Zusatz von Kalilauge und Bleiacetat nach- 
weisen. Als Schwefelgehalt fand ich durch Einschmelzen mit 
Salpeter und Soda und Wagung der durch Baryumchlorid ge- 
faillten Sulfate einen Durchschnittswert von 0,8°/o fiir das 
Trockengewicht der Extrakteiweibstoffe. 

Die Kolloide werden aus ihren wasserigen LOsungen durch 
Siedehitze nicht gefallt. Zusatz geringer Mengen von Lauge 
bewirkt eine starke Aufhellung unter gleichzeitiger Gelbfiirbung 
der Lésung. Zusatz griBerer Mengen wieder Triibung, Genau 
antogonistisch wirken Séuren: kleine Mengen fillen aus, gréBere 
losen den Niederschlag. 

Der durch Kalilauge geklarte Extrakt ist optisch inaktiv 
oder schwach rechts drehend, nach Ausfillung der Kolloidstoffe 
dreht er stirker rechts. Diese Rechtsdrehung wird durch hoch- 
molekulare, aber grOftenteils dialysierbare Kohlenhydrate be- 
dingt, unter denen mit der Phenylhydrazinprobe Spuren von 
Traubenzucker nachzuweisen sind. Die iibrigen Kohlenhydrate 
lassen sich weder durch Hydrolyse mit verdiinnten Sauren noch 
durch Ptyalin in einfache Zucker spalten und geben sehr stark 
die Molisch-Udranskysche Reaktion. 

Die Kolloidstoffe des Extraktes lassen sich durch Neutral- 
salze ausfiillen und geben bei Anwendung von Ammonsulfat 
zwei gut trennbare Fraktionen. 














Soja- Kaltgesattigte | 
Ammonsulfat- | 
Extrakt losung 
1 Teil +- 1/4 Teil | gibt tribes, eiweifhaltiges Filtrat. 
| _ gibt klares Filtrat, das auf Mehrzusatz von 
1 Teil +- | ‘ly Teil | Ammonsulfat oder durch Essigsiure wieder 
| trib wird. 
1 Teil -- | Teil | gibt das Gleiche. 
1 Teil +- | 2 Teile gibt eiweiffreies Filtrat. 


Fallung mit Saure (einigen Tropfen Essigséure) gibt ein 
triibes Filtrat, das auf Zusatz von Ammonsulfat weiter getriibt 
wird und dann klar filtriert. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII 20 
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Man sieht also, daB bereits durch diese rohe Methode 
zwei EiweiikOrper von etwas verschiedenen Eigenschaften zu 
trennen sind, von denen der eine, der der wasserigen Lésung 
die milchig opaleszierende Fiarbung gibt, durch Ammonsulfat 
leicht, durch Essigséure wenig oder gar nicht gefallt wird, 
wahrend der andere eine klare Losung bildet, leichter durch 
Kssigsiiure und weniger leicht durch Ammonsulfat fallbar ist. 

Es erscheint nun sehr fraglich, dafb das ganze Eiweib- 
koagulum, das beispielsweise durch Aceton aus dem wisserigen 
Sojaextrakt gefillt wird, direkt als harnstoffspaltendes Ferment 
aufzufassen ist; es handelt sich dabei wohl viel eher um einen 
ganzen Komplex verwandter Eiweifikoérper, die unter ent- 
sprechenden Bedingungen gemeinsam ausfallen. Ob das eigent- 
liche Ferment mit einem dieser Eiweifikérper identisch ist, 
oder ob es unter diesen im chemischen Sinne eine gewisse 
Sonderstellung einnimmt, konnte ich nicht entscheiden. Es 
scheint, dafi bei Ammonsulfatfallung die erste Fraktion den 
Harnstoff intensiver angreift als die zweite. 

Jedenfalls ist die Urease, wie jedes Ferment ein echtes 
Kolloid und die strenge Isolierung und chemische Charakteri- 
sierung bietet wegen des Mangels an Kriterien und exakten 
Arbeitsmethoden die gleichen Schwierigkeiten, wie sie sich bei 
allen Fermentuntersuchungen entgegenstellen. 

Fiir die Technik der Harnstoffbestimmungen ist die Iso- 
lierung und Reindarstellung der Urease jedoch nicht erforder- 
lich; es entsprechen die durch Fallung aus dem wasserigen 
Extrakt gewonnenen Eiweifbkérper vollstandig ihrem Zweck. 
Als vorteilhafteste Methode zu deren Gewinnung wird die 
Fillung durch KingieBen in einen groBen Uberschuf von Aceton 
angegeben, wobei simtliche im wisserigen Extrakt gelosten 
Kiweibstoffe in groben Flocken ausfallen. Durch Abstehen und 
Zentrifugieren wird das Aceton entfernt und man erhalt so das 
Ferment in einer fiir die quantitativen Bestimmungen geniigend 
reinen Form, die auferdem den Vorteil leichterer Wasserlés- 
lichkeit besitzt. 

Fiir die Bestimmungen werden rund 10°/o Fermentl6sungen 
verwendet, denen etwas einfach und zweifach saures phosphor- 








' 
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saures Kalium zugesetzt wird (auf 1g Ferment 0,6 g einfach 
saures und 0,4 g zweifach saures phosphorsaures Kalium). Diese 
Salze halten einerseits das Ferment langere Zeit brauchbar und 
wirken anderseits dem die Fermentwirkung hemmenden Am- 
moniak entgegen, das beider Harnstofizerlegung abgespalten wird. 
Die hier beschriebene Form der Fermentgewinnung ist von 
amerikanischen Autoren!) Donald, D. van Slyke, Gotthard 
Zacharias und Glenn E. Cullen angegeben worden und es 
sind derartige Fermentl6sungen mit Toluol tiberschichtet gut 
eine Woche haltbar. 

Das Marschallsche Verfahren der quantitativen Analyse 
wurde von einer Reihe von Autoren modifiziert. Prinzipiell am 
einfachsten und fiir rohere Bestimmungen zureichend ist die 
direkte Titration, wie sie L. J. Geselschab?) beschreibt, wobei 
einer gemessenen, stark verdiinnten Harnmenge Ferment zu- 
gesetzt, verschlossen 24 Stunden aufbewahrt und dann titriert 
wird. Die gefundene Alkalescenz vermindert um die des Harnes 
und des Fermentes entspricht der Menge des bei der Harn- 
stoffzerlegung entstandenen kohlensauren Ammons und daraus 
liBt sich der Harnstoffgehalt berechnen. 

Ich habe mit Harn einige Bestimmungen nach dieser 
Methode ausgefiihrt und ziemliche Differenzen verglichen mit 
dem Pfliiger-Schéndorffschen Verfahren gefunden. Die 
Fehlerquellen liegen wohl hauptsaéchlich in dem Verlust von 
freiwerdenden Ammoniak; auberdem ist die Bestimmung der 
Alkalizitéat der Fermentl6sungen wegen Ausfillung bei Siure- 
zusatz etwas erschwert. 

Dagegen ist die Modifikation, wie sie von den oben er- 
wihnten Autoren Donald D. van Slyke usw. in der dort 
bezeichneten Arbeit mitgeteilt wird, sehr genau und verlaBlich. 
Das Prinzip besteht darin, dai durch einen starken, durch- 
gesaugten Luftstrom, das bei der fermentativen Harnstoffspaltung 
entstehende Ammoniak in eine Vorlage mit Siiure tibergetrieben 


’)Donald van Slyke, Gotthard Zacharias, GlennE.Kullen, 


Deutsche med. Wochenschr., Bd. 40, S. 1219, 1914. 
*) Geselschab, Zentralblatt fiir innere Medizin, Nr. 26 (1914) 


Referat 34. 
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und dann durch Titration daraus besiimmt wird. Die Harn- 
stoffzerlegung geht bei Anwendung der beschriebenen F erment- 
ldsung sehr rasch von statten und eine Stunde Einwirkung 
geniigt auf alle Fille. Allerdings miissen die Harnstoffmengen, 
die dabei quantitativ zerlegt werden sollen, méglichst kleine 
sein. Im Durchschnitt nimmt man 5 ccm der zu untersuchenden 
Fliissigkeit in der maximal ungeféhr 0,015 g Harnstoff gelést 
sein sollen, was bei Harn einer durchschnittlich zehnfachen 
Verdiinnung entspricht. In den technischen Einzelheiten habe 
ich mich grOBtenteils an die genannten Autoren gehalten und 
verweise diesbeziiglich auf deren Arbeit. 

Versuche iiber die Genauigkeit der Methode habe ich vor i 
allem mit analytisch genau hergestellten LOsungen von reinem, 
im Exsikkator getrocknetem Harnstoff angestellt und die Re- 
sultate mit dem Kjeldahlverfahren verglichen. Wie einige 
Angaben der folgenden Tabelle zeigen, stimmen die Resultate 
sehr genau iiberein. Desgleichen wurden bei Bestimmungen 
aus Harn Kontrollversuche mit dem Pfliiger-Schoéndorff 
und Moérner-Folinschen Verfahren ausgefiihrt. 























Harnstoff- Kjeldahl- | Ferment- Ferment- | Pfliiger- |Mo6rner- 





lisung | verfahren | verfahren scziuns ae ts ae Folin 
a ee eae ce 
1201 «12 12 — | 4,32 | 4,29 4,3 
233 | 2,328 2.326 —— 2201 218 2.179 
3,011 3 3 Diabetes- 0814 | 0821 °| 079 











Der grofe Vorteil dieses modifizierten Marschallschen 
Verfahrens liegt vor allem in der Schnelligkeit und relativen Ein- 
fachheit mit der die Bestimmungen ausgefiihrt werden konnen. 
Kine Stunde wirkt das Ferment, wobei das freie Ammoniak 
bereits durch den Luftstrom iibergetrieben wird, dann saugt 
man nach Zusatz von Kaliumcarbonat bei Verwendung einer 
gewOhnlichen Wasserstrahlpumpe den Luftstrom noch etwa 
eine halbe Stunde durch und titriert. 

Weil auf diese Weise auch Ammoniak, das nicht der Harn- 
stoflzerlegung entstammt, mit tibergeht, so wird vorgeschlagen, 
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auBerdem noch ohne Fermentzusatz das freie Ammoniak iiber- 
zutreiben, zu bestimmen und bei der Umrechnung in Harnstoff 
abzuziehen. Aber es scheint, wenigstens bei Bestimmungen 
aus 24stiindigem Harn, daf dadurch abermals allerdings kleine 
Fehlerquellen entstehen, weil auch dann, wenn man den Harn 
mit Toluol iiberschichtet, Harnstoff bakteriell zu Ammoniak 
zerlegt zu werden scheint und dieses «freie Ammoniak» eigent- 
lich nicht abgezogen werden sollte. Ich fand némlich bei 
wachsendem Harnstoffgehalt auch einen beinahe gesetzmiibig 
wachsenden Gehalt an freiem NH,. Aus einigen Angaben der 


folgenden Tabelle ist dieses Verhaltnis zu erkennen. 
——————__— —_—————————————— SSS 








Tagesmenge Harnstoff | Tagesmenge NH, 
g | a 
Fieberharn. ...... 41 | 0,642 
Diabetesharn. ..... 36,12 | 0,577 
Norm. Harn ...... 32 | 0,512 
Norm. Harn ...... 28 | 0,481 
Worm. BOM 2. 4 1s ee 26 0,402 


Es folgt nun eine Zusammenstellung der tiglichen Harn- 
stoffausscheidung mit gleichzeitiger Angabe des Gesamtstickstoffs, 
zunichst bei einem mageren, sonst normalen Individuum von 
60 kg Korpergewicht und etwas geringerer Diurese, bei gleicher 
Lebensweise mit wenig K6rperarbeit. 


























Harnstoff Harnstoff | Gesamtstickstoff 
Norm. Harn | in Tagesmenge | Tagesmenge 

°/0 g | g 

s | | 

wa te tom | 2,64 27,72 | 16,483 
Pag Seige | 2,76 28,98 | 15,29 
int Com. 1008 ! 2,76 24,84 15,3 

| 
Pig ty | 3,356 28,86 | 16,8 
Pig yg | 3,06 29,988 16,8 
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Zum Vergleich dazu ein Diabetes mellitus einer 70jahrigen 
Patientin von 35 kg Korpergewicht bei Bettruhe. 











|Harnstoff| Harnstoff | Gesamtstickstoff| Harnzucker 

















Diabetesharn in _Tagesmenge | Tagesmenge | Tagesmenge 

a So - | 8 

on es 0,72 | 32,4 : 16,69 | 997 

spot Gow. 1090 | 0,636 31,16 | 16,8 269.5 

P | 

Reig: ings | 072 | 288 15 260 

sper, Gew. 1,030 a ata a5 00 15,76 275 

on en 48k | 36,3 19,12 330 

Bre "Bow. 1,082 | 0,78 | 28,08 14,73 | 237 


Die spezifische Wirkung des Fermentes gestattet es auch 
ohne weiteres, aus eiweifhaltigen Fliissigkeiten, wie Blut, Ex- 
und Transsudaten, Se- und Exkreten, Harnstoffbestimmungen 
auszufiihren. In 2 Fiillen habe ich auch den Reststickstoff be- 
stimmt, wobei zum Enteiweifen die von Philipp!) in unserer 
Klinik als genaueste Methode erkannte Uranylazetat-Fallung 
ausgefiihrt wurde, und diese Resultate mit den gefundenen 
Harnstoffwerten verglichen (siehe umstehende Tabelle). 

Interessant und fiir die Anschauungen J. L6wys?) be- 
deutungsvoll ist die nahe Ubereinstimmung der Harnstoffwerte 
bei Ascites-Transsudat und Lumbalfltissigkeit, ohne daB jedoch 
aus diesem einen Resultat ein weiterer Schlu{b gezogen werden 
konnte. 

Ferner ist aus der Tabelle zu ersehen, daf die Rest- 
stickstoffwerte bedeutend gréfer sind, als die zugehdrigen 
Harnstoffwerte; und diese bewegen sich wiederum an der 
unteren Grenze der von R. v. Jaksch*) ermittelten Durch- 
schnittswerte von Harnstoff in Blut. 


') Philipp, Diese Zeitschrift, Bd. 86, S. 494 (1913). 

*) J. Lowy, D. Archiv f. klin. Med., Bd. 116, S. 79, 1915. 

*) R. von Jaksch, Internat. Beitr. z. inn. Med. Festschr. f. Leyden, 
Berlin 1902, Bd. 97. Zeitschr. f. Heilk., Bd. 24, S. 401, 1903. 


























Harnstoff in 











| Oly 
Blutserum (Chlorose) | 0,0312 | _ 
Blutserum (Atherosklerose) 0,0494 | 00381 °/o Reststickstoff 
Blutserum (Typhus abdom.) | 0,0756 | 0,0463 °/o Reststickstoff 
Blutserum | poe | 
(Nephritis, Hemiplegie) onan | > 
| | 
Blutserum — 
(Schwangerschaftsnephritis) | 0,371 | 
Pleuritisches Exsudat | ‘ 
(Pleuritis tubercul.) | 0,031 
Pleuritisches Exsudat 
(Carcinommetastasen in | 0,043 —_ 
pleura) 
Ascites-Fliissigkeit , 
(Cirrhosis hepatis) | 0,030 | _ 
Lumbal-Fliissigkeit | ; 
(Meningitis Abc.) 0,0301 | ie: 
ot Mik | 0,005 | 
norm. Speichel \(freies NH, 0,018 °/o) — 


Nachdem durch die Fermentmethode nur Harnstoff und 
dieser quantitativ zerlegt wird, so glaube ich, da bei den an- 
deren Methoden der Harnstoffbestimmung aus Blut die gréBeren 
Werte auf Stickstoffsubstanzen zuriickzufiihren sind, die durch 
die tiblichen Fiillungsmethoden nicht entfernt werden kénnen. 
Vielleicht handelt es sich zum Teil um Kolloidstoffe des Se- 
rums, auf deren grofe Bedeutung fiir die Atiologie und Pa- 
. thologie der Autotoxicosen H. Pribram!) hingewiesen hat. 

Weitere Studien in dieser Richtung behalte ich mir fiir 
spatere Zeiten vor. 


') H. Pribram, Miinchener med. Wochenschr., Bd. 60, S. 2047, 
1913 und Zentralbl. f. inn. Med., Bd. 35, S. 7, 1914. 











Uber das Verhalten verschiedener Stoffe gegen Stickoxyd. 
XIV. Mitteilung. 


Von 


Theodor Panzer. 





(Der Redaktion zugegangen am 21, Januar 1915.) 


In friiheren Mitteilungen!) habe ich das Verhalten von 
Diastase- und Invertasepriéparaten gegen Stickoxyd beschrieben. 
Gelegentlich dieser Versuche zeigten unter anderem auch 
Diastasepriparate, auf welche Stickoxyd eingewirkt hatte, gegen 
gewisse Reagenzien ein Verhalten, wie es Nitrosoverbindungen 
zukommt. Ich wiederhole hier die damals gemachten Beob- 
achtungen: | 

1. Die wasserige Losung des Priiparates wurde zu einer 
Auflésung von Jodkalium und Starkekleister zugesetzt: die 
Fliissigkeit fiirbte sich sofort dunkelblau. 

2. Die filtrierte wasserige Losung des Priiparates wurde 
mit klarem Schwefelwasserstoffwasser versetzt: die Fliissigkeit 
triibte sich sofort milchig. 

3. Die wasserige Lésung fiarbte sich beim Erwarmen mit 
salzsaurem Anilin mehr oder minder rétlich und lieferte beim 
Schitteln einen rosa gefairbten Schaum. 

4. Das Priiparat in eine Lésung von Diphenylamin in kon- 
zentrierter Schwefelsiiure eingetragen, firbte diese intensiv blau. 

5. Das Priiparat wurde in Alkohol aufgeschwemmt, mit 
einer alkoholischen Lisung von o-Naphthol und einer wasserigen 
Lésung von schwefelsaurem Hydroxylamin und darauf tropfen- 
weise mit einer sehr verdiinnten Sodalésung versetzt. Die 
Iliissigkeit selbst verfirbte sich dabei nicht, dagegen nahmen 


') Diese Zeitschrift, Bd. 85, S. 292 und 392. 
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die ungelisten Partikelchen zuerst eine griinliche, dann rotliche 
Farbung an. 

Mit Stickoxyd behandelte Invertase verhielt sich diesen 
Reaktionen gegentber wesentlich anders. Sie firbte nur eine 
Lésung von Diphenylamin in konzentrierter Schwefelsdure blau, 
gab aber die vier anderen Reaktionen nicht. 

Aus den angefiihrten Reaktionen der mit Stickoxyd be- 
handelten Diastase wurden damals keine Schliisse gezogen; es 
wurden vielmehr Versuche ter die Einwirkung von Stickoxyd 
auf Stoffe von bekannter Konstitution in Aussicht gestellt. 

In diesem Sinne berichte ich nunmehr tiber Versuche, 
welche tiber das Verhalten der gewohnlichsten organischen 
Atomgruppen (wie Alkoholgruppe, Aminogruppe, Gruppe doppelt 
gebundener Kohlenstoffatome usw.) gegen Stickoxyd soweit 
AufschluB geben sollen, daf sie ein Urteil tiber die Beziehungen 
der bei der Diastase gemachten Erfahrungen zu den ange- 
deuteten Atomgruppen gestatten. 

Zu diesen Versuchen dienten verschiedene Priparate aus 
der Sammlung des Laboratoriums. Beziiglich der Technik der 
Versuche im Speziellen verweise ich auf die beziig’iche Arbeit 
iiber Diastase. Im allgemeinen erwahne ich nur folgendes: 

Die gepulverten Priparate befanden sich in einem ge- 
schlossenen Raume (K6élbchen), aus welchem die Luft zunichst 
durch Kohlensiure verdrangt wurde. Durch diesen Raun. 
wurde hierauf durch 24 Stunden ein langsamer Strom vor 
Stickoxyd eingeleitet. Das Stickoxyd wurde aus einer Lésung 
von salpetrigsaurem Natrium durch Zusatz von Eisessig erzeugt 
und mit Atzkalk getrocknet. Nach den erwihnten 24 Stunden 
wurde das Stickoxyd durch Kohlenséure verdringt, das Pra- 
parat aus dem Apparate herausgenommen und gewogen. 

Die Gewichtszunahme ist in den folgenden Tabellen unter 
der Bezeichnung «<aufgenommenes Stickoxyd» in Grammen 
und Prozenten registriert und zw. besagt die prozentische Be- 
rechnung, wieviel Teile Stickoxyd 100 Teile der urspriinglichen 
Substanz aufgenommen haben. 

In einem Teile der Versuche, als «Auspumpversuche» 
bezeichnet, wurde die mit Stickoxyd beladene Substanz vor 
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der Priifung mit Reagenzien in einen mit Schwefelsiure be- 
schickten Vakuumexsikkator gebracht, in welchem sich auBerdem 
noch in einer separaten flachen Schale ein Gemenge von Eisen- 
vitriol und Natronkalk befand. Taglich wurde das Gewicht 
des Praparates festgestellt. War dieses Gewicht an zwei auf- 
einanderfolgenden Tagen gleich, so wurde das «Auspumpver- 
fahren» beendet. Die Differenz zwischen diesem Gewichte und 
dem Gewichte der urspriinglichen Substanz erscheint in den 
folgenden Tabellen als «Stickoxyd nach Auspumpen» und zwar 
in Grammen und analog den friiher erwéhnten Gesichts- 
punkten in Prozenten. In einigen Versuchen war diese Differenz 
negativ und ist dann in den Tabellen mit einem Minuszeichen 
versehen. 

Ich bin mir dariiber vollkommen ins Klare gekommen, 
daB die Bezeichnungen «aufgenommenes Stickoxyd» und «Stick- 
oxyd nach Auspumpen» durchaus nicht immer den Tatsachen 
entsprechen, weil die Einwirkung von Stickoxyd gewif nicht 
immer eine glatte Addition der Elemente des Stickoxyds an 
die Substanz darstellt. Der Proze8 ist gewi8B in der Mehrzahl 
der Fille ein komplizierterer Vorgang, unter anderem bei den 
«Auspumpversuchen» noch dadurch kompliziert, da® die Pro- 
dukte der Kinwirkung von Stickoxyd vielfach an der Luft sich 
oxydieren. Auch hier konnte, wenn die mit Stickoxyd be- 
handelten Praéparate an die Luft gebracht wurden, weder die 
Entwicklung braun gefiirbter Dimpfe, noch auch eine Dunkler- 
firbung des Praparates wahrgenommen werden, so dai die 
Anwesenheit von physikalisch adsorbiertem Stickoxyd aufer 
den Bereich der Wahrscheinlichkeit fallt. 

Mit den gewonnenen Priparaten wurden nun die ein- 
gangs aufgeziihlten fiinf Reaktionen angestellt. Der Bequem- 
lichkeit halber wurde die als dritte Reaktion beschriebene in 
alkoholischer Lésung und mit freiem Anilin statt mit salz- 
saurem Anilin vorgenommen. Bei der letzten Reaktion wurde 
statt a-Naphtol B-Naphtol verwendet. Fiir die Reaktion mit 
Schwefelwasserstoff wurde nicht filtriert. 

Die Ergebnisse der Reaktionen folgen in tabellarischer 


Form. 
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Die Mengen Stickoxyd, welche aufgenommen worden sind, 
sind im allgemeinen recht gering; sie betragen nur einige Zehntel- 
prozente. Von irgendwelchen molekularen Verhiiltnissen kann 
hier keine Rede sein; denn z. B. Zimmtséure (C,H,O,) mite 
20,27°/o Stickoxyd aufnehmen, wenn auf ein Molekiil Zimmt- 
siure ein Molekiil Stickoxyd kommen soll. Dem entsprechen 
auch die fast vollstindig negativen Reaktionen. 

Nur das Terpentiné! hat betrachtlichere Mengen von 
Stickoxyd aufgenommen, welche einem molekularen Verhilt- 
nisse schon niiher kommen (berechnet fiir NO auf C,,H,,: 
22,12°/o, gefunden 18,17°/o). Nichtsdestoweniger fallen auch 
hier die Reaktionen negativ aus. 

Bei Stoffen, welche in Wasser nicht oder kaum loslich 
sind, konnte das Resultat der Reaktion mit Schwefelwasser- 
stoff nicht immer einwandfrei beurteilt werden. In solchen 
Fiillen sind Fragezeichen in die beziigliche Rubrik eingesetzt 
(Il. Alkohole (und Phenole) siehe umstehende Tabellen). 

Bei der Auswahl der Alkohole fiir die Versuche mufte 
darauf Riicksicht genommen werden, dafi die meisten ge- 
briuchlichen Alkohole schon bei Zimmertemperatur mehr oder 
minder leicht verdampfen, ein Umstand, der in der gegebenen 
Versuchsanordnung den Versuch erheblich stért. Wenn auch 
in dieser Beziehung nicht gerade der strengste Mafstab an- 
gelegt wurde und auch Alkohole verwendet wurden, welche 
nur wenig fliichtig sind, so blieb doch der Kreis der ver- 
wendbaren aliphatischen Alkohole recht beschrankt. Aus 
diesem Grunde wurden hauptsichlich Phenole untersucht. 

Die Stickoxydmengen, welche aufgenommen wurden, sind 
nicht gering, sie niihern sich vielfach molekularen Verhaltnissen. 

Dieses aufgenommene Stickoxyd ist zweifellos der Haupt- 
sache nach chemisch gebunden. Welcher Art diese chemische 
Bindung ist, geht aus den Versuchen nicht mit Sicherheit 
hervor. Doch ist es ganz gut denkbar, dai nebst anderen 
Reaktionen auch auf nicht ganz einfachen Wegen die Bildung 
von Estern dieser Alkohole, bezw. Phenole mit Stickstoffsauer- 
stoffsiiuren erfolgt. Da die Ester der Salpetersiiure oder salpe- 
trigen Siure vielfach erheblich fliichtiger sind als die diesen 
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Estern zugrundeliegenden Alkohole, so wiirde sich aus diesem 
Punkte das eigentiimliche Verhalten so mancher Praparate 
bei den Auspumpversuchen erklaren, das mehrfach eine nicht 
unerhebliche Fliichtigkeit der Priparate dokumentiert. 

Das Verhalten dieser sowie der im frtiheren Abschnitte 
beschriebenen Priéparate gegen Reagenzien zeigt keinerlei 
wesentliche Annaherung an das entsprechende Verhalten der mit 
Stickoxyd behandelten Diastase. Die Blaufarbung mit Dipheny]- 
amin in Schwefelséiure méchte ich nur dahin deuten, daB sie 
(mit begrenzter Sicherheit) nur anzeigt, ob wtberhaupt noch 
Stickstoff und Sauerstoff aneinangebunden vorhanden sind. 


III. Aldehyde. 
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Auch hier schienen nur wenige Stoffe wegen der grofen 
Fliichtigkeit einfacher zusammengesetzter Aldehyde fiir den 
Versuch halbwegs geeignet. Die durch Einwirkung von Stick- 
oxyd entstandenen Produkte scheinen bei den Aldehyden noch 
mehr fliichtig zu sein als bei den Alkoholen. Als wesentliches 
Ergebnis betone ich, da diese Produkte in ihrem Verhalten 
auch nicht einmal entfernte Abnlichkeit mit der durch Stick- 


oxyd veranderten Diastase zeigen. 
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Die Mengen Stickoxyd, welche aufgenommen worden 
sind, kénnen als mittlere bezeichnet werden. Sie erreichen 
aber bei weitem noch nicht das molekulare Verhiltnis. C,H,,0, 
wiirde 16,66°/o Stickstoff verlangen. Nichtsdestoweniger ist 
aber nach dem Verhalten der Produkte der Einwirkung diese 
wohl als chemische Verbindung aufzufassen, welche jedoch 
nur an der QOberflaiche der einzelnen Teilchen der Substanz 
vor sich gegangen ist. 

Beim Auspumpen kehrt ein Teil der Priaparate bis auf 
eine geringe Differenz wieder auf ihr urspriingliches Gewicht 
zuriick, als ob sie das ganze aufgenommene Stickoxyd wieder 
bis auf einen kleinen Rest abgegeben hitten. Die tibrigen 
Praparate hingegen nehmen, was allerdings aus der Tabelle 
nicht ersichtlich ist, in den allerersten Tagen des Auspump- 
verfahrens ganz erheblich an Gewicht zu. In den weiteren 
Tagen sinkt das Gewicht allmahlich bis auf einen Ruhepunkt, 
der immer noch das Gewicht, welches das Praparat unmittelbar 
nach der Einwirkung des Stickoxydes besessen hat, nicht un- 
betraichtlich tbertrifft. Diese Verhaltnisse sprechen deutlich 
fiir einen Oxydationsvorgang. 

Diese Oxydation muff indessen nicht immer die Atom- 
gruppe des aufgenommenen Stickoxydes betreffen, als ob diese 
Gruppe sich zu dem Reste der salpetrigen Siiure oder der 
Salpetersdure oxydieren wiirde, weil manche dieser Praparate 
trotz erheblicher Gewichtszunahme keine Reaktion mit Dipheny]l- 
amin in Schwefelsiure geben. 

Ebensowenig ist bei jenem Teile der Versuche, in welchen 
die Praparate beim Auspumpen fast auf ihr urspriingliches 
Gewicht zuriickkehren, das Abgegebene nur Stickoxyd, weil 
gerade solche Praparate 6fter intensivere Reaktionen geben. 

In ihrem Verhalten gegen Reagenzien niihern sich die 
aus Kohlenhydraten gewonnenen Praparate insoferne der 
Stickoxyd-Diastase, als sie mit Jodkalium-Stirke und mit 
Schwefelwasserstoff reagieren. Diese Reaktionen zeigen aber 
hier vielfach anderen Charakter als bei der Diastase und im 
ubrigen fehlen die Reaktionen mit Anilin und §-Naphtol. 
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Die vorliegenden Priparate hatten zum Teile ganz be- 
triichtliche Mengen Stickoxyd aufgenommen, welche indes 
auch hier nie molekulare Verhaltnisse erreichen. Daf ein- 
greifendere chemische Verénderungen stattgefunden haben, 
beweist das Aussehen der Praparate, indem fast durchwegs 
Farbstoffe gebildet wurden. 

Die Reaktionen dieser Priaparate geben auch hier Re- 
sultate, welche denen der Stickoxyd-Diastase dhnlich sind, 
aber doch von ihnen wesentlich verschieden sind (V. Amino- 
siuren, siehe nebenstehende Tabelle). 

Die untersuchten Aminoséuren haben im Durchschnitte 
nicht viel Stickoxyd aufgenommen und vielfach dieses beim Aus- 
pumpen wieder bis auf einen verschwindenden Rest abgegeben. 

Sieht man im Sinne einer friiheren Bemerkung von der 
Reaktion mit Diphenylamin und Schwefelsiure ab, so kann 
man die Reaktionen wohl als negativ bezeichnen (VI. Saure- 
amide, siehe nebenstehende Tabelle). 

Das Verhalten der angewendeten Siéureamide gegen 
Stickoxyd war recht verschieden. Die Gewichtsabnahme beim 
Harnstoff und Thioharnstoff kann nach der Konstitution der 
beiden Stoffe nicht Wunder nehmen, sie beweist aber, dal} 
das Stickoxyd tiefgreifend auf diese Siéureamide eingewirkt 
hat. Mit Riicksicht auf diese tiefgreifende Einwirkung gewinnt 
der negative Ausfall der Reaktionen bei allen untersuchten 
Sdueramiden erhdhte Bedeutung. 


VII. Eiweifstoffe. 
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VIII. Verschiedene stickstoffhaltige Verbindungen 
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Wie Aminosiuren und Saéureamide zeigen auch die unter- 
suchten zwei Eiweifistoffe (mit Ausnahme der Diphenylamin- 
reaktion) negativen Ausfall der Reaktionen, wiewohl das Stick- 
oxyd angegriffen hat, wie aus den Gewichtsverhiiltnissen 
hervorgeht (siehe vorstehende Tabelle). 

In dieser letzten Gruppe zeigen die Stoffe entsprechend 
den Verschiedenheiten ihrer Konstitution auch gréfere oder 
geringere Unterschiede in dem Verhalten gegen Stickoxyd. 
Das Hauptergebnis dieser Versuche liegt fiir mich darin, dab 
auch diese Stoffe in ihrem Verhalten gegen die angewendeten 
Reagenzien der Stickoxyd-Diastase mehr oder minder néher 
kommen, am niichsten vielleicht das Acetanilid, ohne da je 
auch nur halbwegs eine Ubereinstimmung in allen wesentlichen 
Punkten konstatiert werden kénnte. 

Halte ich nun zusammen, dab 

1. Keiner der untersuchten Stoffe nach der Einwirkung 
von Stickoxyd dasselbe auffallende Verhalten zeigt wie die 
Stickoxyd-Diastase, dab 

2. Die wirksame Atomgruppe der Diastase durch Stick- 
oxyd angegriffen wird, daB insbesondere 

3. Aus Kohlenhydraten zwar Diastase entstehen kann, 
die Kohlenhydrate aber nach der Einwirkung von Stickoxyd 
nicht dasselbe Verhalten zeigen wie Diastase, so ergibt sich 
die begriindete Vermutung, daf der wirksamen Atomgruppe 
eine ungewohnliche Konstitution zukommt, welche mit keiner 
der untersuchten gew6hnlichen Atomgruppen tibereinstimmt. 











Einige Bemerkungen iiber das Histidin. 
Von 


A. Kossel und S. Edlbacher. 


Bei den Untersuchungen tiber den Nachweis des Histidins, 
welche K. Inouye im hiesigen Institut anstellte,1) ergaben sich 
folgende Tatsachen: Die von H. Pauly beschriebene?) Kuppelung 
des Histidins mit Diazobenzolsulfoséure, welche zur Bildung 
eines roten Farbstoffs fiihrt, tritt auch beim Monobenzoylhistidin 
ein. Diese Reaktion erfolgt jedoch nicht, wenn das im Protein- 
molekiil gebundene Histidin nach vorheriger Anwendung 
der Schotten-Baumannschen Reaktion mit Benzoylchlorid 
und Natronlauge der Einwirkung der Diazobenzolsulfosaéure 
unterworfen wird. Ebenso wie das intraprotein gebundene 
Histidin verhalt sich der Histidinmethylather. 

Inouye zog hieraus den Schluf, da es die Peptidbindung 
der Carboxylgruppe ist, «welche den Eintritt der Benzoylgruppe 
in den Imidazolkern in einer solchen Weise ermdglicht, dah 
nunmehr die Reaktion mit Diazobenzolsulfoséiure nicht mehr 
erfolgen kann>.*) 

Bald nacn dem Erscheinen dieser Mitteilung machte Herr 
A. Windaus uns durch Ubersendung seiner 1910 erschienenen 
«Notiz tiber die Aufspaltung des Imidazolringes»*) auf eine 
von ihm beobachtete Tatsache aufmerksam, welche eine Er- 
klarung fiir das Verhalten des Histidins zu geben schien. 
Herr Windaus war niimlich durch seine Untersuchungen tiber 
das Verhalten des Imidazylpropionsdéureamids zu Benzoylchlorid 
und Natronlauge zu dem Schluf gekommen, dali unter diesen 
Umstinden «die Bestiindigkeit der Imidazolearbonséuren durch 
das Vorhandensein einer freien Carboxylgruppe bedingt ist 
und durch Veresterung der Carboxylgruppe zum Verschwinden 
gebracht wird». Hiernach mii®te auch der Imidazolring des 
Histidins durch Benzoylchlorid und Alkali in der von Bam- 


') Diese Zeitschrift, Bd. 83, S. 79 (1912). 

2) Diese Zeitschrift, Bd. 42, S. 508 (1904). 

8) Nach unseren Beobachtungen wird das Eintreten der Rotfarbung 
nicht — wie Inouye angibt — durch tberschiissiges Benzoylchlorid, 
wohl aber durch Natronlauge beeintrachtigt. 

*) Chem. Ber., Bd. 43, S. 499 (1910). 
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berger und Berlé festgesteliten Weise!) aufgespalten werden, 
wenn die Carboxylgruppe dieser Amidosiiure gebunden ist. 
Hingegen sollte die Aufspaltung nicht erfolgen, wenn die Carboxyl- 
gruppe frei ist. Da nun nach Pauly die Reaktion des Histidins 
mit Diazobenzolsulfoséure auf dem Vorhandensein eines Imid- 
azolkerns beruht, so miiBte die Rotfarbung durch dieses Reagens 
unter diesen Umstinden verloren gehen und es wire somit 
eine Erklarung fiir die von Inouye beschriebenen Erscheinungen 
gegeben. 

Wir haben einige Versuche iiber das Verhalten des Histidins 
angestellt, welche diese Auffassung bestatigen. Unsere Ver- 
suche zeigen, dai der Histidinmethylester durch Benzoylierung 
in einen Tribenzoyltriamidosiuremethylester tibergeht. 


CH—NH\ CH—NH - CO- C,H, 

| CH | 

C—-N7 C—NH - CO - C,H, 

| | 

CH, CH, 

| | 

CHNH, CH—NH - CO - C,H; 

| | 

COOCH, COOCH, 
Histidinmethylester Tribenzoylprodukt 


Zur Darstellung des Benzoylprodukts wurden 4 g Histidin- 
methylesterdichlorhydrat?) in 100 g Wasser gelést und 40 ¢ 
krystallisierte Soda gepulvert eingetragen. 

In diese Loésung wurden unter bestindigem Schiitteln 
allmahlich 20 g Benzoylchlorid eingetropft. Nun wurde noch 
ungefiihr eine Stunde im offenen Gefaéf kraftig geschiittelt, 
wobei sich das Reaktionsprodukt in weifien Kriimmeln aus- 
scheidet. Nachdem das Tribenzoylprodukt tiber Nacht gestanden 
hatte, wurde die alkalische Fliissigkeit abgegossen und die 
ausgeschiedene Masse mit Ather in der Reibschale verrieben, 
um eingeschlossenes unverandertes Benzoylchlorid zu entfernen. 
Dann wurde abgesaugt und aus verdiinntem Alkohol umkry- 
stallisiert. Die Ausbeute entspricht ungefahr 60°/o der Theorie 
an reinem Produkt. Wie zu erwarten war, gab das reine 
Produkt keine Farbenreaktion mit Diazobenzolsulfosaure. 





') Ann. der Chem, 273, 342 (1893). 
2) Pauly, 1. c. 
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Mit zunehmender Reinheit nimmt die Léslichkeit in Al- 
kohol ab. Die Substanz ist unléslich in Wasser und in Ather, 
relativ leicht loslich in Eisessig. Sie krystallisiert in langen 
verfilzten Nadeln vom Schmelzpunkt 219° (unscharf). Sie lést 
sich bei ganz geringem Erwérmen in wasserigen Alkalien und 
in konzentrierter Salzsiure. Trotz der vorhandenen Doppel- 
bindung scheint sie nur schwierig Brom zu addieren, wiaihrend 
sie von Kaliumpermanganat und Soda leicht angegriffen wird. 

Die Analysen nach Pregl lieferten folgende Zahlen: 

2,88 mg gaben 0,217 ccm N (748 mm, 16°) gef.: 8,76°%o N 

Fiir C,,H,,N,0, berechnet: 8,91°/o N 
5,510 mg gaben 2,73 mg H,O und 13,88 mg CO,, gef.: 5,54°/o H; 68,70°o C 
Fiir C,,H,,N,0, berechnet: 5,35°/o H; 68,76°/o C 

Der durch die obige Reaktion gedffnete Imidazolring 
scheint sich beim trocknen Erhitzen des Tribenzoylprodukts 
leicht wieder zu schlieBen, offenbar geht hier eine Reaktion 
vor sich, welche der SchlieBung des Glyoxalidinringes beim 
Erhitzen der Acylderivate des Athylendiamins und anderer 
Diamine analog ist.!) Erhitzt man das Tribenzoylprodukt im 
trockenen Reagensglas, so erhalt man einen Riickstand, welcher 
die Rotfirbung mit Diazobenzolsulfosdure und Alkalicarbonat gibt. 

Das Carnosin, welches nach den Untersuchungen von 
Gulewitsch?) eine Verbindung von Histidin mit B-Alanin ist, 
verhilt sich bei dieser Reaktion ebenso, wie das freie Histidin, 
d. h. der Imidazolring wird durch Benzoylchlorid weder bei 
Gegenwart von Natriumcarbonat, noch von Natronhydrat ge- 
Offnet. Kine Entscheidung der Frage, welcher der beiden Bau- 
steine des Carnosins als Acyl vorhanden ist, laBt sich auf 
diesem Wege nicht erbringen, denn es ist selbstverstandlich 
nicht ausgeschlossen, da auch die freie Carboxylgruppe einer 
mit dem Histidin peptidartig verbundenen Amidosaure eine 
schiitzende Wirkung auf den Imidazolring ausiiben kann. 

Im AnschluB an diese Ergebnisse wollen wir erwaéhnen, 
da8 die Carboxylgruppe des Histidins einen ahnlichen Einfluf 
auf die Reaktion des Imidazolkerns gegen den Formaldehyd 


') A.W. Hofmann, Chem. Ber. 21, S. 2332 (1888). 
*) W. v. Gulewitsch, Diese Zeitschrift, 73, S. 434 (1911). | 
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hat. Wir halten dies mit Riicksicht auf die Formoltitration 
der Proteinstoffe und ihrer nachsten Spaltungsprodukte fiir 
bemerkenswert. | 

Das Imidazol selbst reagiert mit Formaldehyd. Wenn 
man eine ®/10-LOsung von Imidazol mit Salzsiiure auf Lackmus- 
neutralitat bringt und sodann mit Formaldehyd versetzt, so 
wird die zur Neutralisation erforderliche Salzsiuremenge an- 
naihernd wieder frei. Bei unsern Versuchen entsprach die 
freiwerdende Siuremenge!) 84—85°/o der auf ein basisches 
Aquivalent des Imidazols berechneten Siuremenge. Von den 
beiden Stickstoffatomen des Imidazols wird also das eine, 
welches die alkalische Reaktion bedingt, annahernd vollstindig 
mit Formaldehyd gekuppelt. 

Da nun das Alanin, wie Sérensen zuerst gezeigt hat, 
ebenfalls ein mit Formaldehyd reagierendes Stickstoffatom 
enthalt, so konnte man erwarten, daB das Imidazylalanin oder 
Histidin zwei mit Formaldehyd kuppelnde Stickstoffatome be- 
sitzen wiirde. Dies ist aber nicht der Fall. Nach den Unter- 
suchungen von Soérensen reagiert nur eines der drei Stick- 
stoffatome des Histidins mit Formaldehyd. Bei drei Versuchen 
fand Sérensen:*) 97; 96; 94,3°/o der fiir ein reagierendes 
Stickstoffatom berechneten Menge. Henriques und Gjaldbik§) 
gaben spater eine héhere Zahl an, néimlich 131—152°/o der fiir 
ein reagierendes Stickstoffatom berechneten Menge (43—50,8 °/o 
des gesamten Stickstoffs). Wegen dieser mangelnden Uber- 
einstimmung haben wir die Formoltitrierung des Histidins 
(unter Anwendung von Phenolphtalein und Thymolphtalein) 
noch einmal gepriift und hierbei in 4 Versuchen die Werte: 
118; 118; 116; 133°/o der auf ein reagierendes Stickstoffatom 
berechneten Menge gefunden. 

Bedeutend hdhere Werte ergaben sich jedoch, als wir 
den Methylester des Histidins untersuchten. Hier erhielten wir 
bei 2 Versuchen 174 und 200°/o. Nach diesen Versuchen 


') Thymolphtalein als Indikator. 

*) Sérensen, Comptes rendus du laboratoire de Carlsberg, 7, 1 
(1907), s. auch Biochemische Zeitschr., Bd. 7, S. 77. 

*) Henriques und Gjaldbiak, Diese Zeiischr., Bd. 75, S. 379 (1911). 
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nihert sich die gefundene Zahl der Formaldehydbindung von 
zweien der drei im Histidin enthaltenen Stickstoffatome. Die 
Ungenauigkeit der Zahlenwerte sind mindestens zum Teil auf 
die Schwierigkeit der Lackmusneutralisation zuriickzufihren. ') 
Vergleicht man die Werte, welche fiir das Imidazol, das Imi- 
dazolalanin und den Imidazolalaninester gefunden sind, so er- 
gibt sich trotz dieser Ungenauigkeiten, dai die Gegenwart 
einer freien Carboxylgruppe auch in diesem Fall die Reaktions- 
faihigkeit des Imidazolkerns mit Formaldehyd herabsetzt, aihn- 
lich wie dies beim Benzoylchlorid der Fall ist. 

Neuerdings haben Obermayer und Willheim die Ansicht 
geiufbert, daB es mit Hilfe der Formoltitrierung gelingt, «die 
endstindigen Amidogruppen in einer bestimmten EiweiBmenge 
zu titrieren».”) Diesem Satz widersprechen die Ergebnisse 
der Untersuchungen von A. Kossel und Gawrilow;*) denn 
es hat sich gezeigt, dai diejenigen Proteine, bei denen der 
reichste Gehalt an freien Amidogruppen nachgewiesen werden 
konnte, z. B. die Protamine der Salmingruppe, tiberhaupt nicht 
mit Formaldehyd unter den Bedingungen der SOrensenschen 
Formoltitrierung reagieren. Es sind also im Proteinmolekiil 
Amidogruppen vorhanden, welche durch die Formoltitrierung 
nicht angezeigt werden, anderseits kann die Formolbindung 
aber auch in solche Teile des Proteinmolekiils eintreten, 
welche keine Amidogruppen enthalten. Ersteres ist der Fall 
bei der freien Amidogruppe des im Protein gebundenen Guani- 
dins, letzteres beim Imidazolring des im Protein enthaltenden 
Histidins, dessen Carboxylgruppe peptidartig gebunden ist. 
Einige Erfahrungen, welche spater mitgeteilt werden sollen, 
weisen darauf hin, daf noch andere formolbindende Gruppen 
im unzersetzten Proteinmolekiil auftreten kénnen. — 


‘) Auch Henriques und Gjaldbak weisen auf diese Schwierig- 
keit hin. 

*) Obermayer und Willheim, Biochemische Zeitschrift, Bd. 50, 
S. 384 (1913), s. auch ebenda, Bd. 38, S. 338 (1912). 
*) A. Kossel und Gawrilow, Diese Zeitschrift, Bd. 81, S. 274 (1912). 



































Quantitative Studien iiber Acetylierungsprozesse im Tierkorper. 
II. Mitteilung. 


Der HinfluB von Essigsaure, Brenztraubensaure und Acetessig- 
saure auf die Bildung von p-Acetylaminobenzoesaure. 


Von 


Marie Hensel. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie und experimentelle Pharmakologie 
zu Kénigsberg i.Pr. Direktor: Professor Ellinger.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Mirz 1915.) 


Wie schon in der ersten Mitteilung!) erwéhnt ist, schien 
es moglich, durch Verabreichung von p-Aminobenzoesdure 
(weniger von p-Aminobenzaldehyd) die Acetylierungsvorginge 
im Organismus quantitativ zu verfolgen und vor allem durch 
gleichzeitige Darreichung geeigneter Substanzen etwas tuber 
den Acetylvorrat des Organismus zu erfahren sowie Anhalts- 
punkte zu gewinnen, welche Stoffe die Menge der zur Paarung 
disponiblen Essigséure vermehren. 

Um sichere Schliisse aus den Versuchen zicehen zu konnen, 
war Bedingung, daB dasselbe Tier unter denselben Versuchs- 
bedingungen zu verschiedenen Zeiten annihernd gleiche Mengen 
Acetylverbindung ausscheidet. Das ist in der Tat der Fall, 
wie es schon aus einigen Zahlen der ersten Mitteilung wahr- 
scheinlich erschien, und wie es die Versuche der folgenden 
Tabellen wiederum beweisen, die nahezu die yleichen Werte 
in Vor- und Nachperiode zeigen. Die Versuche wurden so 
eingerichtet, daf zu einer Versuchsreihe 3 Perioden gehdrten: 
1. die Vorperiode, in welcher p-Aminobenzoesiure resp. Amino- 


’) Diese Zeitschrift, Bd. 91, S. 21. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, XCIII. 
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benzaldehyd allein dem Tier zugefiihrt wurden, 2. die Haupt- 
periode, in der der Aminobenzoesiure Essigséiure oder die auf 
Essigsiiurebildung zu priifende Substanz zugesetzt wurde, die 
das Tier stets in 3 Portionen, morgens, mittags und abends 
erhielt, 3. die Nachperiode, in welcher wieder Aminobenzoe- 
siiure resp. Aminobenzaldehyd allein dem Tiere gegeben wurde. 
Der Harn wurde stets nach der in der ersten Mitteilung an- 


segebenen Weise verarbeitet. 


I. Versuche mit p-Aminobenzoesaure. 
a) Zugabe von Essigsiure. 


Zuniichst war zu prifen, ob gleichzeitige Zufuhr von 
Kssigsiure selbst zu einer vermehrten Ausscheidung von Acetyl- 
aminobenzoesiure fiihrte. Es wurden de-halb(Versuchstabelle 1) 
einem Kaninchen in der Hauptperiode 6 g essigsaures Natrium 
tiivlich in 3 Portionen morgens, mittags, abends injiziert. Aus 
dem Harn warden 0,29 g Acetylaminobenzoesiure vom Schmelz- 
punkt 250° gewonnen, wihrend die Vorperiode 0.1 g und die 
Nachperiode nur 0,08 g vom Schmelzpunkt 251° und 0,1 g 
unreine Acetylaminobenzoesiure (Schmelzpunkt zwischen 235° 
und 240") im ganzen also héchstens 0,18 g ergab. Auch in 
einer zweiten Nachperiode konnte aus dem Harn nur 0,19 g 
in Ather schwer lésliche Substanz, deren Schmelzpunkt zwischen 
180 und 220° lag, gewonnen werden. Selbst wenn man die 
Annahme machen wollte, daB diese Substanz reine Acetyl- 
aminobenzoesiiure gewesen wire, wiirde demnach die Haupt- 
periode noch eine Vermehrung von 0,11 g, das heifbt von 
61,11°/o dieses maximalen Normalwertes aufweisen, die dem 
Zusatz von essigsaurem Natrium zuzuschreiben ist. 

Ein zweiter Versuch mit Zusatz von essigsaurem Natrium 
wurde unter abweichenden Versuchsbedingun:en angestellt 
(Versuchstabelle 2) erfordert daher eine ausftihrlichere Be- 


sprechung. Die Besonderheiten des Versuches lagen darin, 


daB 1. das Kaninchen Griinfutter erhielt, 2. der Versuch zu 
der Zeit angestelit war, als die :n der I. Mitteilung beschriebene 
Probe auf Aminobenzoeséure im Harn noch nicht angewandt 
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wurde und daher noch an 5 Nachtagen der Harn mitver- 
arbeitet wurde, 3. das Kaninchen, das zu dem Versuche be- 
nutzt wurde, gerade eine sehr geringe Menge Acetylverbindung 
lieferte. Aus diesen angefiihrten Griinden bietet der Versuch 
eine Reihe Fehlerquellen, die jedoch bei der Versuchsanordnung 
moglichst beriicksichtigt worden sind. Wir glauben deshalb, 
diesen Versuch trotzdem mitziihlen zu kénnen. 

Obgleich das Kaninchen in der Vorperiode im ganzen 
8 g Aminobenzoesiure in Dosen zu 2 g erhalten hatte, konnten 
aus dem Harn nur 0,2 g Acetylverbindung isoliert werden 
(Schmelzpunkt 265°). Alle itibrigen Portionen, die aus dem 
Ather gewonnen wurden, enthielten ihrem Schmelzpunkt nach 
ganz sicher keine Acetylverbindung. Die oben erwihnten 0,2 g 
waren anscheinend Acetylaminobenzoesiiure zusammen mit 
Uraminobenzoesiiure. Da Uraminobenzoesiiure beim Kochen 
mit Schwefelsiure keine mit Wasserdimpfen fliichtigen Sauren 
abgibt, so konnte die in den 0,2 g enthaltene Acetylaminoben- 
zoeséure durch Titration des Destillates bestimmt werden. Es 
ergab sich 0,121 g Acetylaminobenzoesiiure. 

In der Hauptperiode erhielt das Kaninchen im ganzen 
nur 4g Amiuobenzoesaure, da wir fiirchteten, daB es eine 
gar zu lange Versuchsperiode nicht gut iiberstehen wiirde. 
Es wurden tiglich 9 g essigsaures Natrium hinzugesetzt. Aus 
dem Ather krystallisierten 0,52 g Substanz vom Schmelzpunkt 
230—35° aus, anscheinend mit Hippursiiure verunreinizte 
Acetylaminobenzoesiure. Ebenso war wohl noch eine geringe 
Menge Acetylaminobenzoesiure in einer zweiten Portion von 
0,03 g vom Schmelzpunkt 200° euthalten, die jedoch nicht 
weiter berticksichtigt wurde. 

Um festzustellen, wieviel Acetylaminobenzoesiiure min- 
destens in den 0,52 g enthalten war, wurde folgendermafen 
verfahren. Von den 0,52 g wurden 0,3 g mit Schwefelsiure 
zersetzt und das Destillat titriert. Es verbrauchte zur Neu- 
tralisation 14 cem ™ w-KOH. Das wiirde 0,250 g Acetylamino- 
benzoeséiure entsprechen. In dem Destillit war jedoch, wie 
aus der Verunreinigung der Substanz mit H ppursiure zu 
schlieBen war, Benzoesiiure neben der Essiysiure enthalten. 
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Der Versuch, die Benzoeséure von der Essigséure quantitativ 
zu trennen, schlug fehl. Das Destillat wurde zuniichst eine 
halbe Stunde im Schiittelapparat mit Petrolaéther geschiittelt, 
doch die Titration von einem Teile der ausgeschiittelten L6- 
sung zeigte unverminderten Siiuregehalt. Es war also keine 
Benzoesiure in den Petroliither gegangen. Der Rest des De- 
stillates wurde nun mit Ather ausgeschiittelt, obgleich durch 
Vorversuche festgestellt worden war, daB aus einer wiisserigen 
Lisung von Benzoesiiure und Essigsiiure die Essigséure zum 
Teil mit der Benzoesiiure in den Ather iibergeht. Es wurde 
so lange ausgeschiittelt bis eine Probe des Athers beim Ver- 
dunsten keinen festen Riickstand mehr gab. Sicher war nun 
dai die Benzoesiiure aus dem Destillat vertrieben war. (Aus 
dem Ather wurden nach dem Verdunsten 0,02 g Substanz 
vom Schmelzpunkt der Benzoesiure = 121° gewonnen.) 

In der ausgeschiittelten Losung war jetzt nur noch Essig- 
siiure enthalten, doch nur ein Teil der urspriinglichen Menge. 
Die Titration der Losung (= 1/2 der Menge des urspriinglichen 
Destillates) ergab einen Verbrauch von 4,3 ccm ®/10-KOH. Der 
Siiuregehalt der Losung, berechnet auf die urspriingliche Menge, 
entsprach also 0,1539 g Acetylaminobenzoesaure. Da nur 0,3 g 
zur Destillation verwandt waren, so waren in den 0,52 g 
mindestens 0,2667 g Acetylaminobenzoesiure enthalten. Dies 
war die Ausbeute nach Injektion von 4g. Auf 8 g berechnet 
betrug sie also 0,5335 g, waéhrend in der Vorperiode nur 
0,121 ¢ gewonnen wurden. Die Erhéhung betriégt also min- 
destens 0,41 g = 341,66°/o. Daf die Ausscheidung der Acety!I- 
verbindung ceteris paribus annihernd der aufgenommenen 
Aminobenzoesiiure proportional verliuft, ergibt sich aus den 
Beobachtungen, die in der I. Mitteilung in den Tabellen 15 
und 17 niedergelegt sind. 

In der Nachperiode wurden dem Tier ebenfalls 4 g in- 
jiziert. Es konnte trotz mehrmaligen Verreibens des Ather- 
riickstandes mit Ather keine Acetylverbindung isoliert werden; 
es ist jedoch nicht auszuschliefen, sondern sehr wahrscheinlich, 
dai sich in dem Gesamtriickstand auch Acetylverbindung 


lindet. 
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Beide Versuche mit Zusatz von essigsaurem Natrium in 
der Hauptperiode zeigen also eine Vermelirung der Acetyl- 
verbindung. Es darf demnach angenommen werden, dab eine 
Substanz, die im KO6rper intermediar in Essigsiiure tibergeht, 
gleichzeitig mit Aminobenzoesiiure verabreicht, eine ausgie- 
bigere Acetylierung veranlabt. 

Als solche Vorstufen der Essigsiiure kommen, wie in 
der ersten Mitteilung ausgefiihrt wurde, vor allem Brenztrauben- 
sdure und Acetessigséure in Betracht. Es wurden deshalb 
Versuche mit Zusatz dieser beiden Substanzen angestellt. 


b) Zusatz von Brenztraubensiure. 


Die beiden Versuche mit Zusatz von Brenztraubensiure 
in der Hauptperiode (Versuchstabellen 3 und (4) zeigen folgende 
Werte: 


Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 
0,72 ¢g 1,21 g 0.92 g 
0.82 >» 1,16 0.76 . 
und 0.02 » und O12 » 
Schmelzp. 220—230° Schmelzp. 2830—235°. 


Die Erhéhung hervorgerufen durch brenztraubensiiure- 
zusatz betriigt also 32,73 resp. 31,52°/o. Bei Festsetzung der 
Vermehrung ist Acetylverbindung mit ungenauem Schmelzpunkt 
in der Hauptperiode stets fortgelassen, dagegen in der Vor- 
und Nachperiode stets zugerechnet. Aufierdem ist die Er- 
héhung auf die gréBere Menge bezogen, also entweder auf 
die Vor- oder Nachperiode. Mit andern Worten: die berechnete 
Vermehrung stellt den Minimalwert dar, der aus den Versuchs- 
resultaten gefolgert werden darf. 

Um nachzuweisen, dafi in der Tat stets die gesamte 
Menge der im Ather vorhandenen Acetylverbindung_isoliert 
worden war, wurden in Versuch 4 in allen 3 Perioden alle 
anderen aus dem Ather gewonnenen Substanzen aufer Acetyl- 
aminobenzoesiure mit Schwefelsiiure behandelt und tiber- 
destilliert. Der Riickstand des Destillates ergab in jedem Fall 
negative Kakodylreaktion. 
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c) Zugabe von Acetessigester. 


In gleicher Weise positiv wie die Versuche mit Brenz- 
traubensiiure sind auch die beiden Versuche mit Acetessig- 
ester ausgefallen. Versuchstabelle 5 zeigt folgende Werte: 

Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 
O49 o 0.58 g 0,33 g und 0,06 ¢ 
Schmelzp. 235°. 

In diesem Versuch ist die ErhGhung sehr gering = 18,38 °/o; 
in Versuch 6 ist sie sehr viel deutlicher ausgesprochen (Ver- 
suchstabelle 6). Bei diesem Versuch bedarf die Zahl in der 
Nachperiode noch einer gesonderten Besprechung. 


Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 2. Nachperiode 
0,25 ¢ OD 0,47 g und 0,05 g 0,17 ¢ 


Schmelzp. 220° 

Wie aus der Tabelle zu ersechen, schliefit sich die erste 
Nachperiode unmittelbar an die Hauptperiode an, und es ist 
deshalb wohl moéglich, daB auch diese Nachperiode noch unter 
dem Einflu{B des zugeftihrten Acetessigesters steht. Diese An- 
nahme scheint berechtigt, da in der 2. Nachperiode die Aus- 
beute an Acetylaminobenzoesiiure wieder bedeutend herunter- 
segangen ist. Die Kinwirkung auf die Nachperiode lieBe sich 
entweder so denken, dab die zugesetzte Acetessigsdure selbst 
im Organismus gespeichert und erst allmahlich abgegeben 
wird, oder wahrscheinlicher in der Weise, dab die -zugefiihrte 
Acetessigsiiture zwar nicht als solche oder als Essigséiure im 
Organismus liingere Zeit zirkuliert oder deponiert wird, dab 
aber acetyllieferude Substanz, die unter Mitwirkung der Acet- 
essigsiiure gebildet ist, noch langere Zeit nach der Einver- 
leibung im Korper vorhanden ist. Man wird hier wieder an 
die in der ersten Abhandlung erwiihnten Versuche von Wake- 
man und Dakin erinnert, die beim Stehen von Leberbrei 
mit Acetessigsiiure nach Entfernung der unveranderten Sub- 
stanz eine Vermehrung der hydrolytisch abspaltbaren Kssig- 
siiure fanden. Auch die spater zu erwahnenden Versuche mit 
Aminobenzoldehyd sprechen mehr fiir die zweite Annahme. 

Die Tatsache, dali sowohl Zusatz von Brenz- 
traubensiiure als auch Acetessigsiure die Acetylie- 
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rungsvorginge steigert, machen es wahrscheinlich, 
daSB tatsichlich Brenztraubenséiure und Acetessig- 
sdure im Organismus tiber Essigsiiure abgebaut 
werden. 


d) Zugabe von Acctaldehyd. 


Der Abbau der Brenztraubensiiure zu Essigsiure soll 
nach den Vermutungen einiger Forscher tiber Acetaldehyd er- 
folgen. Es wurde deshalb ein Versuch mit Zusatz von Acet- 
aldehyd angestellt (Versuchstabelle 7). Die erhaltenen Mengen 
der Acetylverbindung aus allen 3 Perioden auf gleiche Mengen 
Aminobenzoesiiure berechnet, waren anniihernd gleich. 

Vorperiode 0,76 g Acetylaminobenzoesiiure und 0,03 ¢ 
Schmelzpunkt 235° von 3g Aminobenzoesiiure. Auf 2 g Amino- 
benzoesiure berechnet = 0,52 g. Hauptperiode 0,6 ¢- und 
Nachperiode 0,57 g und 0,01 g Schmelzpunkt 215°. 

Der Versuch gestattet weder im positiven noch im _ ne- 
gativen Sinne einen Schlub zu ziehen, ob der Acetaldehyd 
liber Essigsiiure im Zellstoffwechsel weiter verarbeitet wird. 
Es ist méglich, daf die zugefiigten Gaben von Acetaldehyd 
zu gering waren, um eine Vermehrung der Acetylverbindung 
hervorzurufen. Das soll in spiteren Versuciien entschieden 
werden (s. Ubersichtstabelle 1). 


II. Versuche mit p-Aminobenzaldehyd. 


Der Aminobenzaldehyd eignet sich zu quantitativen Ver- 
suchen, wie sie im Vorhergehenden beschrieben sind, weniger 
als die Aminobenzoesaure, wie schon aus den Versuchen und 
Erorterungen der ersten Mitteilung zu entnehmen ist. Als 
schwer lésliche Substanz mub er in einer Emulsion mit Glycerin 
und Wasser subcutan injiziert oder mit der Schlundsonde ge- 
geben werden. Beide Darreichungsweisen schaffen unsichere 
Resorptionsverhaltnisse. Ferner bringt die notwendige Oxy- 
dation des Aldehyds zur Siéure einen neuen unbekannten 
Faktor in die quantitativen Versuche und endlich ist die Acety- 
lierung des Aldehyds schon ohne Beigabe von acetylliefernden 
Substanzen eine so weitgehende, daf} auf eine vermehrte Aus- 








tO Marie Hensel, 
Ubersichtstabelle der Versuche 
Zugesetzte —— 
- | | iiteiiniaiaiitia. Art Zugesetzte Essigsdure 
Kaninch en Futte: * 
Saure der Einfiihrung bildende Substanzen 
g 
la Hafer 2 subc. Dos. a1 g 
b > dito 
12 g essigs. Natr. Dos. a 2 ¢ 
G > 
d > > 
2a Griinfutter 8 sube. Dos. a 2g 
b > 4 dito 27 g essigs. Natr. Dos. a 3g 
c > he > 
3a Hafer 2.8 subc. Dos. a 1,4 g 
b dito 12 g Brenztraubens. Dos. a 2 ¢g 
‘. 
ta 2 sube. Dos. a 1 ¢ 
b 8 dito 12g Brenztraubens. Dos. a2 ¢ 
( » » 
da > 2 sube. Dos. a 1 g 
: dito % ccm Acetessigester 
Dos. 4 1,5 ccm 
‘s 
bh a > > > 
p , 6 ccm Acetessigester 
, , Dos. a 1 ccm 
d 
7a 3 
\ - ; 6 ccm Acetaldehyd 
e Dos. a 1 ccm 
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a $e 
Gewonnene Acetyl- Gepaarte Aminosaure Vermehrung 
verbindung absolut absolut | 
| g g ‘jo g¢ | %e 
| 0,1 0,076 3.8 | 
| 0,29 0,222 11,1 | 
| 0,11 mind.| 61,11 
0,08 u. 0,1 g, Schm. 235—240° | zw. 0,061 u. 0,137 | zw. 3,05 u. 6,85 
0,19 g, Schm. 180—220° ~- 
0,121 0,092 1,15 
(),2667 (),204 5,1 0,41 | 341,66 
| 
0,72 0,551 19,7 | 
1,21 0,926 | 33,07 0,29 | 31,52 
0,92 0,704 | 25.14 | 
0.82 0,627 31,35 | 
1,16 0,887 44,35 0,28 | 32.73 
0,76 u. 0,12 g, Schm. 230—235° | zw. 0,581 u. 0,673 | zw. 29,05 u. 33,65 | 
0,49 0,375 18,7 
0,58 0,448 22.15 0,09 18,38 
0,39 0,298 14,9 | 
0,25 0.191 9.55 
0,5 0.382 19,1 0,25 | 100 
0,47 u. 0.03 g, Schm. 220° 0,382 19.1 0,25 | 100 
0,17 0,130 6,5 | 
0,79 0.604 20.1 | 
0.6 0,459 22.9 | 
0,58 0.443 22.15 
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scheidung des Acetylproduktes bei Zugaben kaum mehr ge- 
rechnet werden kann. Wenn demnach die Resultate der Ver- 
suche mit Aminobenzaldehyd, die zeitlich den Versuchen mit 
der Sdiure vorausgingen, ftir sich allein nicht beweisend sind, 
so sind sie doch mit den Séureversuchen zusammengehalten 
zum ‘Teil geeignet, diese zu stiitzen. 

In Versuch 8 (Versuchstabelle 8) mit Zusatz von acet- 
essigsaurem Athyl wurden folgende Werte erhalten: 

Vorperiode Haupiperiode Nachperiode 
1.38 g 1,48 ¢ 1,36 ¢ 

Der Grund fiir die geringe Steigerung (8,03°/o) liegt viel- 
leicht in der nicht geniigend groben Menge zugefiihrten Acet- 
essigesters. Es war dies der erste Versuch mit Zusatz von 
Acetessigester, und da wir nicht wuften, wie das Tier die 
Substanz vertragen wirde, wagten wir zunidchst nicht, mehr 
zu geben. Bei Versuch 9 und 10 (Versuchstabellen 9 u. 10) 
wurden in der Hauptperiode essigsaures Natrium hinzugesetzt, 
bei Versuch 11 (Versuchstabelle 11) Brenztraubensiure. Die 
gefundenen Werte sind: 


Vorperiode Hauptperiode Nachperiode 
9. 0,73 ¢ 0,74 g 0,75 ¢ 
10. 11 1,25 » 1,43 » 
11. 10 » 12 » 1,49 » 


Versuch 9 zeigte in den 3 Perioden zu geringe Unter- 
schiede, um Schliisse zu ziehen. In den Versuchen 10 und 11 
tritt in der Hauptperiode eine Steigerung auf, die sich noch 
in der Nachperiode fortsetzt. 

Man k6nnte daran denken, diese Tatsache so zu erklaren, 
dafi die Tiere mit der Gew6hnung an zugeftihrten Aminobenzal- 
dehyd mehr Acetylverbindung produzieren, doch sprechen die 
Zahlen einiger anderer Versuche sowohl dieser als auch der 
ersten Mitteilung gegen diese Annahme. 

Die Menge der ausgeschiedenen Acetylverbindung bleibt 
vielmehr bei dem gleichen Individuum nach wiederholter Dar- 
reichung sowohl des Aldehyds als der Saéure annahernd gleich. 
Kine andere Erklirungsmoéglichkeit ware die, dai nach dem 
5. Nachtage noch nicht alle gebildete Acetylverbindung aus- 
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geschieden ist, so daf in der Haupt- und Nachperiode Acetyl- 
aminobenzoesiiure gewonnen wird, die teilweise noch von den 
vorangehenden Perioden herrihrt. Diese Moglichkeit scheint 
deshalb ausgeschlossen, weil, wie schon in der ersten Mittei- 
lung erwahnt ist, in 2 Versuchen die 6 Nachtage mit negativem 
Resultat auf Acetylaminobenzoeséure verarbeitet worden sind. 

Es erscheint demnach am wahrscheinlichsten, dal es 
sich in den beiden Versuchen 10 und 11 ebenso wie in Ver- 
such 6 um eine Beeiiflussung der Nachperiode durch die zu- 
gefiihrte Essigsiure bildende Substanz in der Hauptperiode 
handelt, derart, dal Essigsiéure liefernde Substanzen des Or- 
ganismus aufgespeichert werden, und der Organismus infolge- 
dessen auch noch in der Nachperiode tiber eine gréfere Ace- 
tylierungsmoOglichkeit als in der Norm verfiigt. Auch in den 
beiden Versuchen 10 und 11 schlieBt sich die Nachperiode 
unmittelbar an die Hauptperiode an. 

Besteht diese Interpretation der Versuche zu Recht, so 
bestiitigen die Aldehydversuche die Resultate der Erfahrungen 
mit Aminobenzoesiiure trotz der ungiinstigeren Chancen der 
Versuchsanordnung. 








Marie Hensel. 
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+14 Marie Hensel. 
‘ Versuchstabelle 2. 
a) Injektion von p-Aminobenzoesiure 
Ge- Injektion Harn- 7 
Datum wicht menge] Eiwei8 usw. 
g morgens | mittags abends cem 
17. v.13. | 3266] 2¢ pa. | ' 382 ~ 
18. 3201 | 2 > | ; 585 
19. 3030 | 2» a 480 ae 
20.» | 3000] 2> icy ne 375 = 
21. 2961 | a 540 
22, 2980 | _ 530 ; 
23. 3014 ~ | | : 650 
2. 2977 Sb we we 710 
25 3020 | — _ 565 K — 
26. > 3030 - - 740 -_ 
b) Zusatz von essig- 
6. V. 13. | 3120 2g p-A |4g ess. Na. | 3g ess. Na.| 200 Harn rot 
+3 ess. Na.| | 
7.» » |[3tno] — dito dito | dito 260 |E — Blut — 
8. > 3105 |3 g ess. Na. | 3g ess. Na. | 3g ess. Na.| 285 ae ‘Reva 
v. > 3060 — — | — 370 
10. > » | 3070 ; ee 430 
11> » | 3092 a a _ 220) 
12. > » 3030 — | — | a 340 
13> » | 2690 ee ee ee 134 
14, » 2595 - | = | wie - 
c) Nach- 
27. V. 13. | 2500] 2g p-A = as 490 
28. > 2630 Z> » _ a 360 
29. > 25111 we 7 570 
30. > 2630 — —- — 520 
Sl. > » 2800 — _ -- 545 
1. VI. 2713 wi es | iia 570 
2. > » 2667 — — 395 
Sas 2715 — - —_ 460 | Aminos. — 





























pe 
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(Griinfutter.) 


mit Natronlauge neutralisiert. 








Acetyl- 


verbindung 


Titration 


Vermehrung 


absolut | °/o 


Andere Substanzen 





0,2 g 
Schmelzp. 263° 


saurem Natrium. 


0,52 g 
Schmelzpunkt 
230—235° 


periode. 


Nichts aus dem 


| Ather ausgefallten 


Mehrmaliges Ver- 
reiben des Ather- 
riickstandes niitzte 


nichts. 














0,121 


yc 


mindestens 
0,2667 g 
auf 8g Amino- 
benz. 
berechnet 


= 0,5335 g 











| 
| 


| 
| 


0,41 g (341,66 


| 
| 














0,17 g, Schmelzpunkt nicht vor- 
handen 

0,27 g, Schmelzpunkt um 181° 

und letzter Riickstand harzig. 


= 0,5 g, Schmelzpunkt um 110°. 


0,03 g, Schmelzpunkt um 200° 
1,47 > > » 180° 
0,5 g, letzter Rest Schmelzpunkt 


um 160° 


Gesamtriickstand 5,8 g 




































































+16 Marie Hensel, 
. Versuchstabelle ; 
a) Injektion von p-Aminobenzoesau:. 
aitoie, Gewicht Injektion 
g morgens mittags | abends 
20. X. 13 2960 1,4 g p-A. _ . 
21. >» » 2870 1,4 g p-A. | — _— 
22. >» 2840 oa | — — 40) 
~ ae 2810 = Ye ae - 60 
24, 2825 — | —_ — — 
1 Grinfuttertag | | 
b) Zusatz von Brenztraubensav 
28. X. 13 — | — abe ~ | 
29. >» » 2850 1,4g p-A. | 2¢ Brzatr. | 2 g Brztr. 110 | 
-+-2¢ Bratr. 
30. » 2850 dito dito dito 225 
31. 2930 — ~- o- 82 
1. XI. 13 2980 — _— 105 
2. > » 2880 - — — 85 
3. > 2850 -- | — — 50 
4. >» 2810 _ | we _ — 
1 Griinfuttertag 
c) Nac 
Pp 
15. XI. 13 2950 1,4 ¢ Subst. joe | _ 9 &§ 
16. > 2870 14g Subst. _ | ce 83 
17, » » 2900 _ | — | — 73 
18. > » 2950 “ | ae 63 
i. » © 2930 | os | == —_ 











He 
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elle ; 


.. {Haferfutter.) 
oesaur. 


~1 








mit Natronlauge neutralisiert. 
atl 
































rs, Acetyl- Vermehrung 
Eiweifi usw. Andere Substanzen 
cm verbindung 
i absolut | 
D0 
633 
48) 0.08 pd 
0,72 g — Schmelzpunkt 170° ungefiih 
50 . ” 
Aminos. — und letzter Rest 
K. -- keine 
Cylinder. 
ensal 
(mit Natronlauge neutralisiert) 
- 7 
| E. +- 
lO 
25 
32 , 
1,13 ¢ 
: i. O15 g 
5) und 0,08 g mind. asl aes ' ya 1 
a hmelzp. 245° me IS schmeizpunkt Q—185° 
35 | eee OE Teme | | 
9 Aminos. “f= Summa 1.21 ¢ und letzter Rest 
) oo 
Aminos. -+- | 
Aminos. — | 
E. + | 
I 
) Nac . 
periode. 
a) . 
33 | 
5: | 0,15 “ 
3 0,92 ¢ -- | _ Schmelzpunkt um 170° 
und letzter Rest. 
Aminos. — | 
. { 
E, m 9 
granulierte 
Cylinder 
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Versuchstabelle 4. (I 





















































a) Injektion von p-Aminobenzoesaure |n: 
Ge- Injektion Harn- Eiweifs 
Datum wicht menge io aes 
Aminosaure 
g morgens mittags |  abends ccm 
| 
8 X. 13. | 2640 lg | “= ! - 50 
Yo, 2580 1 > — 65 
10. » » 2570 - _— | ~ 80 
11. » » | 2560 — | — | 80 
12. 2530 — -- — | Aminos. — 
1 Griinfuttertag | E schwach +| 
b) Zusatz mit Brenztraubenséure | m. 


~~ 





2520 


2580 
2440 
2250 
21-40 
2030 
1860 


1 Griinfuttertag 


27. X. 13. 
29. 

81. X. 13. 
1. XI. 

2 

S. 





2170 


2320 


2300 
2350 
2320 


2300 


2360 








1 g Substanz | 
+- 2g Bratr.| 


dito 


1 ¢ Substanz 


1 | 


2g Brztr. 


dito 


2 ¢ Bratr. 


dito 








110 


235 
130 
110 
100 
135 








keine Redukt!. 


Aminos. -+ 


Indikan -:-|} 
E +- Sarg-|¥ 
deckelkryst. 











c) Nach- per 
f 


Aminos. — 
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@ 4.1} (Haferfutter.) 
aure|neutralisiert mit Natronlauge. 








Acetyl- Vermehrung Andere 


verbindung Substanz 
absol. | °%/0 


Bemerkungen 





Beide Portionen mit 10 ccm 
O,1 x H,SO, zersetzt und iiberde- 
. stilliert bis zum Verschwinden 
Schmelzpunkt der sauren Reaktion. Das De- 
177° stillat verbraucht zur Titration 
16,5 cem ®/10-KOH. Der Saure- 
gehalt entspricht also 0,2 g 
Rest von un- Benzoesiure. 
fihr 0.2 ¢ Das Schrot zur Trockene ein- 
i i gedampft zeigt negative Kako- 
dylreaktion. 


0), 82 rae 
; schmieriger 




















Aure| mit Natronlauge neutralisiert. 























lukt! 
| Ebenso behandell wie a. 
1,16 g 0,15 ¢ : 
+ mind.| in Kakodylreaktion — 
und 0,02 g -_ 32,7: schmieriger S halt ao 
whe ,28 g duregehalt = 8&2 cc! 
chmelzp. 220—230° . Rest _ , 
aie N/to-KOH. 
rg- | 
yst. 
ach-  periode. 
0,12 g 
0,76 g Schmelzpunkt Behandelt wie a. 
und 0,12 g 180° Saduregehalt = 9,2 ccm 
Schmelzpunkt u. schmieriger "/:0-KOH 
7 230—235° Rest von un- Kakodylreaktion 
| fiihr 0,2 g 
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a) Injektion von p-Aminobenzoesiur:} 2 


Versuchstabelle 5], 


















1. XI. 18 


15. XL. 15 




















1g p-A. + |1,5 ccm Acet. 
1. ecm Acei. 
dito dito 
, | oo 
1 g p-A. } —— 
1 » | 





ve Gewicht Injektion Harnmenge 

g morgens | mittags |  abends ccm 
Ib. X. 15 - — | a | = ps 
17. 2390 ienm@ i = | w 40 
IS. 2370 oe | 45 
19 2360 | 2. wa 0 
2) 2380 - ‘ 40 
21 2320 — - | — 80 
22,» 2380 , _ 60 
23. 2360 _ — one ion 

Grinfuttertag | 


1,5 cem A. 


dito 











b) Zusatz von A 














“Dt > 
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(Haferfutter.) 


mit Natronlauge neutralisiert. 











aS ee 




















Eiweib Acetyl- Vermehrung - 
ete Andere Substanzen 
Aminosaure verbinduny 
1 absolut | Vo 
E. Spur -+ 
Sargdeckel- 
krystalle. 0.06 g 


Aminos, -+- 
Aminos. -+ 


Aminos. 





| Acetessigester. 


| E. Spur -+ 





gallertig 





Aminos. 
Aminos. 
Aminos. 


' Aminos. 


E. + 


0,49 














ichd periode. 


Aminos. ote 


_Aminos. — 
/E. Spur -+- 
_ Sargdeckel- 
' krvstalle. 











0,58 


0,33 g 
und 0,06 g 
Schmelzpunkt 235” 











0,09 g i 18,38 

















Schmelzpunkt bis 290° nicht 
vorhanden. 
0.05 ¢ 
Schmelzpunkt um 160° und 
letzter minimaler Riickstand. 


0,06 g 
Schmelzpunkt bis 280° nicht 
vorhanden. 

0,06 g 
Schmelzpunkt um 170° und 
letzter Riickstand. 


0,04 g 
Schmelzpunkt um 180° und 
letzter Rest. 
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Versuchstabelle &. 
a) Emulsion vom p-Aminobenzaldehyd }j 

Ge mn Injektion Harn- 

Datum wicht Fiitterung menge 

u morgens mittags abends ccm 

29,V. 13. | 2400] 0, 5g se 115 

p. Ambzald. 

30. 2356 dito — | — 66 
31. 2360 — | | - 82 
1.VI. » | 2330 ! _ | — 77 
2, 2280 “ | ; a 50) 
3. 2250) . | | - 50) 
t. 2285 — - | — | : 60 

5 > | 2300 — | _ si 60 
65 2370 — — ! | — 78 
7 2330 “ - ‘ | te 54 
b) Zusatz von acetessig- 

9. VI. 13. | 2340 | 0,5 g p-A 0,5 ccm | 0,5 cem 0,5 ccm 98 

| Acetessigester | Acetessigester | Acetessigester 

10. 2220 | 05 > dilo | dito dito 95 
11. > | 2206] 0.5 > | > > 92 
12. » 2205 | 0,5 > > | > > 115 
13. >» | 2150 _— — -- 50 
14. >» » 2150 _ — -— -- 40 
5. >» » 210 — — — 58 
16. >» » | 2160 - _ = —- 50) 
17. 2130 — _ — 42 
18. >» >» | 2135 - ee = — 45 
19. >» » | 2120 3 Griinfuttertage _ 
20. >» » — one ae ates — ‘ian 
91. >» » — — jen _ — — 
94. > » — _ — — — — 

c) Substanz 

25. VI. 13. | 2210 0,5 g = -_- — 76 
26. >» » | 2280 0,5 » — — -- 76 
7. >» » | 2260 0,5 > wi _ ap 69 
28. >» » | 2210 0,5 > — -- = 92 
29. » » | 2220 —- -- — - 47 
30. >»  » | 2250 — “= —- _ 49 
1. VII. >» | 2215 - _ -— = 46 
2. >» » | 2230 - — _ — 60 
3. >» 2235 -- — — — 47 
4. >» » | 2280 ~ — _- 57 
















































$a 





al 
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€ 6. I(Haferfutter.) 
ehyd }jn Glycerin und Wasser (innerlich). 














a Vermehrung 
FiweiB usw. | Acetylverbindung Andere Substanzen 

} 
absolut | °/o 





| 


! 
| 


0,18 g, Schmelzpunkt 190° 























1,37 g as oe Rest 0,22 g, Schmelzpunkt 
(Titrat. 1,33 g) um 170° 
E + (im Vakuum getrocknet) 
sig- Jpaurem Athy). 
DS 
| 
5 
}2 
6) 
10 E+ 
“ Rest 0,4 g 
0 E +L 1,48 g 0,11 g | 8,03 (im Vakuum getrocknet) 
-) E ++ hyal. Cyl. Schmelzpunkt um 170° 
) 
- E+ 
, 4. 
: 
inz allein. 
) 
) E — 
) 
7 
: + 1,36 g 0,35 g, Schmelzpunkt 170° 
ies — | — | Rest 0,17 g, Schmelzpunk 
; (Titrat. 1,30 g) od 17 g, Schmelzpunkt 
zwischen 160 und 180° 
) 
) E oh 
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Versuchstabelle 9 





















a) p-Aminobenzaldehyd-Emulsion} ; 
ciate Gewicht Injektion Harnmenge | 
y morgens mittags | abends ccm 
| 
3. -. 13 3210 1 g p-Amino- = | — 410 
benzaldehyd | 
{ 3310 a a 400 
5. 3240 : o | sn 190 
6. 3230 —- | — 150 
ae a 3360 — — 4-H) 
8. > > 3220 —- | =— | = 175 
ue a 3355 a ee 320 
b) Zusatz von essig- 
10. 1. 13 3360 1g Sub. + (2g essigs. Na.|2 g essigs. Na. 44) 
2 g essigs. Na. 
11. 3210 dito | dito | dito 100 
aS 3220 a ee 280 
18.> >» 3150 ae io 320 
ae 3190 - | -- | -— 410 
15. , 3150 | _ | — 280 | 
nc de 3030 | in | - 570 
c) Substan: ; 
17. |. 13 3290 1 g p-Amino- — | 340 
benzaldehyd 
18.> » 3030 dito a | a 170 
19. > 2960 — — 208 
20, 3140 we a 410 
1.» « 3100 — — 520 
22,, » 3010 | om Ff ie 425 
. oe 3020 ee oe oe 420 





















































ih 














Quantitative Studien iiber Acetylierungsprozesse im Tierkérper. I. 427 


le 9 '(Riibenfutter.) 
ulsionl in Glycerin und Wasser. Injektion. 





























lenge J ; Acetyl- — Vermehrung ;, 
Reaktion Titration Andere Substanzen 
n verbindung 
: absolut °/o 
D } alkalisch | 
| 

D | 
| 

as Bestimmung 0,1 g 
) 0,73 g Niaipens a oie 

mifiglickt. sehr harzige Substanz. 
) 
) 
) 
SSI 1 saurem Natrium. 





) alkalisch 


























if 0,74 g 0,69 g on _ Geringer harziger Rest. 
| 
| 
tan} allein. 
| alkalisch 
Geringer harziger 
, 0,75 g 0,70 g a 6 8 


Riickstand. 


























Ge- 
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Versuchstabelle 10. 
a) p-Aminobenzaldehyd-Emulsion f 


Harn- 






























































Datum wicht ae menge}| Reaktion 
g morgens | mittags | abends ccm 
16. fb. 138 2330 [1 g p-Amino- — | —_ 300 alkalisch 
benzaldehyd | 
17. 2200 ditt | — | : 80 | amphot. 
18. » 2140 --- | -- | 42 > 
19. > 2150 | — | 50 alkalisch 
20. 2150 jae | a | 150 ; 
21 2130 - | — | 245 : 
22 2150 | - | —~ 325 > 
23 2140 | — | _ 300 
b) Zusatz von essig- 
24. I. 13 2240 |1 g p-Amb. -+-|2g essigs. Na.|2 g essigs. Na.J 150 alkalisch 
2 g essigs. Na. 
25. » 2100 dito dito dito 80 > 
26. > » 2060 — — — 100 > 
27. > » 2090 — _— 125 > 
28. » 2200 : -~ 225 > 
29, > >» 2080 — -- 150 > 
30. 2090 — — 360 > 
c) Substanz 
31. I. 13 | 2027 |1 g p-Amino- — — 140 alkalisch 
benzaldehyd 
1. II. 13° | 2078 dito — — 150 > 
2. » | 2030 = —~ _— 130 > 
3. >» » | 1950 —_ — ~- 150 > 
4. >» » | 2000 — — - 270 > 
5. >» » 2000 - — _- 260 > 
6. >» » | 2000 — — — 145 > 
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» 10, (Riibenfutter.) 
ilsion 





Injektion. 





in Glycerin und Wasser. 














Acetyl- ve Vermehrung | Andere 
Titration Bemerkungen 
verbindung Substanz 
absol. %/0 


ion 





Da bei der ersten Ausschiittelung 
sehr wenig Ather genommen war, 


nur schied sich an der Grenze ein 

3 = Niederschlag von 2.9 g aus. Darin 

ch |} 1,1 ¢ 1,05 ¢ — -- konnten Sulfate und Kalium nach- 
maler 


gewiesen werden. Der Nieder- 

Rest | schlag wurde in Wasser gelost, 

angesiiuert und mit Ather aus- 
veschiittelt 




















ssig- | saurem Natrium. 





i An der Grenze ebenfalls ein 
1,25 g 1,22 ¢g 4015 ¢) 13,03 dito | Niederschlag von 0,95¢ der ebenso 


behandelt wurde wie bei a 























anz allein 


An der Grenze Niederschlag von 


1,43 g 1378¢ |018¢ 144 : Aah 
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Versuchstabelle 11. 
a) Emulsion von p-Aminobenzaldehyd 
Ge- Injektion Harn- 
Datum wicht menge| Reaktion 
g morgens | miltags |  abends ecm 
3. 1. 13. | 2240 |1 ¢ p-Amino- ~— | _ 270 alkalisch 
benzaldehyd | 
4. > 2250 dito —— 215 > 
5. » 2130 — — 225 > 
6. > 2320 es 245 
7. > 2400 | = a 350 
8. 2290 182 
Y. 2330 | -— — 305 
10. >» » 2346 | | 330 > 
b) Zusatz von Brenztraubensiure 
11. Il. 13. | 2346 | 1 g p-A. + | 2g Brenztr. | 2 g Brenztr.] 110 alkalisch 
2 ¢ Brenztr. | | 
12. 2310 dito | dito | dito 200 > 
13. » 2400 -— —- “= 400 
14. >» 2300 _ — 180 
1d. » 2290 oo -- 130 
16. >» 2310 _- 380 : 
17. 2310 — 440 
1X 2230 -- _ 180 
c) Substanz 
19. IL. i8. | 2310 Ig 400 alkalisch 
Aminobzald. | 
20, » » | 2310 dito | one . 200 
21. 2320 —_ _ 210 > 
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Uber den Nachweis kleiner Zuckermengen durch Formaldehyd- 
bildung und die formaldehydbildenden Substanzen des Harns. 
Von 


E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1915.) 


Vor kurzer Zeit hat L. Rosenthaler!) und unabhiangig 
von ihm auch ich?) gefunden, dafi Kohlenhydrate bei der Oxy- 
dation mit Kaliumpermanganat in saurer LOsung Formaldehyd 
geben. Da Formaldehyd durch auferst feine und farbenpriichtige 
Reaktionen ausgezeichnet ist, lag der Gedanke nahe, dieses 
Verhalten zum Nachweis kleiner Zuckermengen im Harn zu 
verwenden, deren Feststellung auf einfachem Wege nicht leicht 
gelingt. Wenn die Versuche hieriiber auch nicht zu einem in 
vollem Umfange befriedigenden Resultat gefiihrt haben, so halte 
ich doch die Mitteilung derselben nicht fiir tiberfliissig. 

Zur Feststellung des Formaldehyds bediente ich mich 
bei den Versuchen tiber diese Frage vorwiegend einer von 
mir aufgefundenen Modifikation der Probe von Leach.*) Diese 
Modifikation habe ich in einer Mitteilung tiber einige Form- 
aldehydreaktionen in der Biochemischen Zeitschrift (Bd. 68, 
S. 377) beschrieben. Um dem Leser die Miihe des Nach- 
schlagens zu ersparen, sei es mir gestattet, diese Reaktion 
kurz anzufiihren. 

Versetzt man eine Formaldehydlésung von der Konzen- 
tration 1: 50000 (3,5 g Formalin auf 1000, 50fach verdiinnt) 
mit einer Messerspitze oder Spatelspitze Pepton «Witte», lost 


') Rosenthaler, Arch. d. Pharmacie, Bd. 251, S. 587 (1914). 

*) E. Salkowski, Zeitschrift fiir Untersuchung der Nahrungs- 
mittel usw., Bd. 28, S. 225 (1914). 

*) Dieselbe wird in ihrer urspriinglichen Form mit Milch angestellt. 
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dasselbe unter Umschiitteln und Erwirmen, setzt 3 Tropfen 
3°%/oiger Eisenchloridlésung hinzu, alsdann etwa das _ halbe 
Volumen Salzsiure von 1,19 D und erhitzt zum Sieden, so 
nimmt die bis dahin gelbe Flissigkeit, eine violette Firbung an, 
die sich bald zu einer blauvioletten, schlieSlich tiefblauen 
Farbung verstaérkt. Die Reaktion gehért zu den feinsten und 
schénsten in der physiologischen Chemie und ist im Gegensatz 
zu den anderen Reaktionen des Formaldehyds, welche alle ver- 
giinglich sind, monatelang, anscheinend unbegrenzt haltbar. 

Zu den Versuchen tiber die Nachweisbarkeit des ‘Trauben- 
zuckers durch diese Oxydation benutzte ich eine Lésung, die 
aus 30 ccm verdiinnter Schwefelsiiure (200 g aufgefiillt zu 
einem Liter), 20 ccm 1°/oiger Kaliumpermanganatlésung und 
50 ccm Wasser zusammengesetzt war. Die LOsung mub Ofters 
erneuert werden, da sich ihr Wirkungswert durch Ausscheidung 
von Mangansuperoxyd verringert, indessen ist eine geringe 
Ausscheidung fiir die Anwendbarkeit ohne Bedeutung. Die 
Ausscheidung von Mangansuperoxyd beruht natiirlich auf einer 
Zersetzung der Ubermangansiure unter Abspaltung von Sauer- 
stolf. Bei der angegebenen Konzentration und éfterem Offnen 
der Flasche zum Gebrauch der Lésung ist die Sauerstoffabgabe 
nicht bemerkbar, wohl aber dokumentiert sie sich, wenn man 
zur Herstellung der Oxydationsmischung statt 1°/oiger L6sung 


von KMnO, eine 5°/oige anwendet -— was unter Umstiinden 
vorzuziehen ist — und die Flasche verschlossen hiilt, durch 


den nach einigen Tagen oder einer Woche entstehenden Uber- 
druck, der sich beim Offnen der Flasche bemerkbar macht. 
Dieselbe darf also nur lose verschlossen werden, besser ist 
es jedoch, eine solche konzentriertere Losung nicht vorriitig 
zu halten, da sich ihr Wirkungswert doch zu schnell andert. 

Zur Priifung der Feinheit der Reaktion diente zuniichst 
eine Traubenzuckerlésung von 1°/o00 (Traubenzucker «Kahl- 
baum») 2 cem dieser Lisung!) wurden mit 5 cem der obigen 
Oxydationsmischung bis zur beginnenden ‘Triibung und Aus- 
scheidung von Mangansuperoxyd erhitzt, der UberschuS von 
Mangansuperoxyd durch Zusatz einiger Tropfen Oxalsaéurelésung 


') Warum ich so kleine Mengen anwandte, wird sich spiter zeigen. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. XCIII. 20 
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entfernt: man erhalt eine farblose, wasserklare Lésung. Be- 
handelt man diese so, wie oben fir die Formaldehydlésung 
1: 50000 angegeben, so erhalt man eine sch6ne, positive Re- 
aktion. Verdiinnt man die Zuckerloésung auf das 5fache, also 
1: 5000, so fallt die Reaktion negativ aus, dagegen ist sie 
posiliv, wenn man statt 5 cem der Oxydationslésung nur 2 
bis 24/2 anwendet. Diese Erscheinung erklart sich sehr einfach 
durch die Tatsache, daB der Formaldehyd ja nur ein inter- 
mediiires Produkt ist, das durch einen Uberschub des Oxydations- 
mittels zu Ameisensiure und schlieBlich zu Kohlensiure oxy- 
diert wird. Praktisch kommt diese Schwierigkeit, wie sich 
im weiteren Verlauf zeigen wird, nicht in Betracht, fiir den 
Harn handelt es sich ja auch nickt um so minimale Mengen. 
Es empfiehlt sich itibrigens auch, den Zusatz von Eisenchlorid 
bei so kleinen Mengen auf 1 Tropfen zu beschriinken, we- 
nigstens in einer Probe, und stets mehrere Proben anzustellen. 
Bei Anwendung von 2 cem der Zuckerlosung 1:5000 = 0,2 mg 
ist ibrigens die Grenze der Nachweisbarkeit erreicht. Natiirlich 
fiillt die Reaktion positiv aus, wenn man 5 ccm dieser Zucker- 
losung verwendet. 

Es fragte sich nun zunachst, wie sich normaler Harn 
verhilt. Da zeigte sich nun, dafi 2 cem Harn in der ange- 
gebenen Weise behandelt eine enorme Reaktion geben. Das- 
selbe war der Fall, als der Harn vorher durch Schiitteln mit 
Blutkohle (mit Saéure gereinigt von Kahlbaum oder Merck) 
entfiirbt war. Ebenso verliefen alle Versuche, die formaldehyd- 
bildende Substanz durch Fallungsmittel zu entfernen, resultatlos. 
Es blieb also nichts anderes tibrig, als den Zucker vor An- 
stellung der Probe einigermafen zu isolieren. Fir diesen 
Zweck versuchte ich zunichst das Brtickesche Verfahren 
der Fillung mit Bleiessig -- Ammoniak, wenn der Zucker 
dabei auch, wie bekannt, nicht vollstaéndig erhalten wird. 

11 normaler goldgelb gefairbter Harn von 1018 D wurde 
mit Bleiessig vollig ausgefallt, filtriert, einmal nachgewaschen, das 
erste Waschwasser zum Filtrat genommen, dann der Nieder- 
schlag unter wiederholtem Abnehmen vom Filter so lange 
gewaschen, bis die Reaktion von 5 cem des Waschwassers 
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mit 5 cem Oxydationsmischung negativ ausfiel.!) Das ganz 
schwach gefiarbte Filtrat -- dem ersten Waschwasser wurde 
mit Ammoniak alkalisiert, noch etwas Bleiessig hinzugesetzt, 
nach einigem Stehen filtriert, der Niederschlag vollig ausge- 
waschen, bis das Waschwasser mit Liebigscher Quecksilber- 
ldsung kaum noch eine Triibung zeigte. Alle Filtrate resp. 
Waschwiisser von diesem Niederschlag wurden gesammelt. 


I. Der Bleiessigniederschlag 


wurde zuerst bei Zimmertemperatur mit schwacher Ammonium- 
carbonatlésung behandelt, wobei der Farbstoff z. T. in Losung 
ging,”) der Riickstand ausgewaschen. Es zeigte sich, dab diese 
Behandlung lange nicht allen Farbstoff ausgezogen hatte. Des- 
halb wurde nun auf dem Wasserbad extrahiert und zwar 
dreimal hintereinander, jedesmal 1 Stunde lang, da die Am- 
moniumcarbonatlésung sich immer wieder gelb firbte. Erst der 
vierte Auszug zeigte keine merkliche Farbung mehr, 5 ccm 
desselben mit 5 ccm Oxydationsmischung behandelt, gaben 
keine Reaktion mehr. Ich bemerke noch, dai nach jeder Be- 
handlung mit Ammoniumcarbonat der Niederschlag vollstandig 
mit Wasser ausgewaschen wurde, um sicher zu sein, dab die 
nachstfolgende Extraktion auch wirklich noch eine Zersetzung 
herbeifiihrte und nicht bloB als Waschwasser wirkte. (Auch 
die Anwendung starkerer Ammoncarbonatlésung, die wegen 
des starken Schiiumens listig ist, 4anderte nicht viel an der 
Langsamkeit der Einwirkung.) Die Ausziige wurden gesammelt 
und auf 200 ccm eingedampft. 


') Dabei mufs ich bemerken, daB die Erscheinungen nicht ganz 
konstant sind: mitunter gibt sogar das Filtrat vom Bleiessigniederschlag 
selbst nur eine miafiige Reaktion, auch wenn der angewandte Harn sauer 
reagierte; woran das liegt, habe ich nicht feststellen kénnen. 

*) Diese schonende Behandlung habe ich gewiihlt, weil ich gleich- 
zeitig den Harnfarbstoff weiter zu untersuchen gedachte. Diese Absicht 
mufte aufgegeben werden, weil die Ausziige zwar fast, aber nicht 
voéllig bleifrei waren, und bei der Behandlung mit Schwefelwasserstoff 
das Bleisulfid kolloidal blieb, aufferdem aber unter Ausscheidung von 
Schwefel Entfarbung (Reduktion ?) eintrat. 

29+ 
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1. 2ccm der Lésung mit 5 ccm Oxydationsmischung : 
starke Reaktion, jedoch lange nicht so stark, wie bei dem 
angewendeten Harn selbst. 

2. Die Losung vorher durch Schiitteln mit Kohle entfirbt. 
2 cem mit 5 cem Oxydationsmischung: intensive Reaktion, 
weit stirker als vor der Entfiirbung, fast so stark wie bei 
dem genuinen entfarbten Harn. 

3. Ein Teil der L6sung 5fach, also auf das urspriingliche 
Harnvolum, verdiinnt. 2 ccm mit 5 cem der Oxydations- 
mischung: positive Reaktion und zwar stiirker als bei 1. 

Daraus geht hervor, daf der Bleiessigniederschlag form- 
aldehydbildende Substanz enthalt, die in den Ammoncarbonat- 
auszug tibergeht, und da diese nicht der Harnfarbstoff ist. 
Da die Entfernung desselben beférdernd auf die Reaktion 
wirkt, so folgt daraus, dafi er die Reaktion stért, augen- 
scheinlich, weil er einen Teil der Oxydationsmischung ftir sich 
in Beschlag nimmt, ohne Formaldehydbildung. Die paradoxe 
Erscheinung, daf die 5fach verdiinnte Losung mehr Form- 
aldehyd liefert als die urspriingliche, erklirt sich auf die 
sleiche Weise. 

Um zu sehen, ob alle formaldehydbildende Substanz in 
den Ammoniumearbonatniederschlag tibergegangen ist, wurde 
der riickstiindige Niederschlag mit ca. 100 ecm 30°/oiger Essig- 
siiure erhitzt. Dies geschah anfangs im Kolben, dann des zu 
starken Schiiumens wegen in einer Abdampfschale. Filtrat und 
Waschwasser wurden durch H,S entbleit, vom Schwefelblei 
abfiltriert, das Filtrat auf 200 ecm gebracht. 

1. 2 cem mit 5 ccm Oxydationsmischung: negativ, 

2.2 » y BZ» 1) Andeutung 


einer Reaktion, 

3. 5 ecm mit 5 ecm Oxydationsmischung: fast ganz 
negativ. 

Daraus folgt, daB die formaldehydbildende Substanz oder 
das Substanzgemisch so gut wie vollstiindig in die Ammon- 


carbonatlisung tibergegangen ist. 


') 3 und 1 Tropfen Eisenchloridlésung. 
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Il. Bleiessigammoniakniederschlag. 


Derselbe wurde in Wasser suspendiert und mit H,S zer- 
setzt, was ziemlich lange dauerte, Filtrat und Waschwasser 
auf 200 cem. 

2 ccm -!- 5 ccm Oxydationsmischung: mittelstarke Re- 
aktion. Die fiinffach, also auf die Konzentration des ange- 
wandten Harns, verdiinnte L6Osung gab sowohl mit 5 als auch 
mit 2 ecem Oxydationsmischung nur schwache Keaktion. 

Daraus folgt, dali die formaldehydbildenden Substanzen 
durch Bleiessig nicht vollstandig gefallt werden, sondern auch 
— indessen, wie sich zeigen wird, nur sehr unvollstindig — 
in den Bleiessigammoniakniederschlag iibergehen. 

&cem der LOsung gaben schwache Weylsche Kreatinin- 
reaktion, 5 cem der auf !\5 verdiinnte Lésung nicht. 

Die Veranlassung, die aus dem bleiessigammoniaknieder- 
schlag erhaltene Losung auf Kreatinin zu priifen, gab einmal 
der Umstand, dal} bei der Priifung der in gréfierer Menge im 
Harn vorkommenden Korper nur das Kreatinin bei Anwendung 
kleiner Messerspitzen der Substanz sich als formaldehyd- 
bildend ergab, andererseits in der Literatur vorliegende An- 
gaben, dab Kreatinin durch Bleiessig und Ammoniak gefiallt 
werde. Die Angaben hieriiber sind allerdings nicht einheitlich. 

In der 11. Auflage von Hupperts Harnanalyse heibt es 
5. 663: «Aus wisserigen Lésungen wie aus Harn wird es 
(namlich das Kreatinin) nach Colls vollstandig gefillt durch 
Bleiessig und Ammoniak, dagegen nach Albanese nicht.» 

Die Angaben von Colls sind mir im Original nicht zu- 
ganglich; in dem Referat in Malys Jahresbericht fiir 1896 
(Bd. 26) heift es S. 89: 

«Werden 10 cem einer 2°/oigen Lésung von Johnsons 
Harnkreatinins!) mit 2,5 cem einer Lésung von gesiittigtem 


') Was -— beiliiufig bemerkt — das in den Worten von Colls 
erwahnte «Johnsons Harnkreatinin» betrifft (Malys Jahresber., Bd. 20, 
S. 68), so geht die allgemeine Ansicht wohl dahin, dafi die Angabe 
Johnsons, das Krealinin des Harns sei ein anderes als das durch 
Saurewirkung aus dem Kreatin erhaltene, unrichtig ist. 








438 E. Salkowski. 


Bleiacetat und 2,5 ccm einer Lésung von basischem Blei- 
acetat versetzt, filtriert, das Filtrat mit 4 cem Liquor Ammonii 
fortior versetzt und wieder filtriert, das Filtrat angesduert, ') 
mit H,S behandelt und der Schwefelwasserstoff verdampft, so 
zeigt die restierende Losung kein Reduktionsvermégen mehr. 
das Kreatinin befindet sich im Bleiniederschlag. » 

Colls scheint demnach das Kreatinin nicht aus dem 
Bleiniederschlag dargestellt, sondern nur aus dem Ausbleiben 
der Reduktion von alkalischer Kupferlésung auf die Fillbarkeit 
des Kreatinins durch Bleiessig geschlossen zu haben. Colls 
meint, da die Befunde von Traubenzucker im normalen Harn 
nach dem Briickeschen Verfahren unrichtig seien, die be- 
obachtete Reduktion von CuO zu Cu,O vielmehr auf das Krea- 
tinin zu beziehen sei. 

Albanese,?) der als Vertreter der Ansicht der Nicht- 
fillbarkeit des Kreatinins zitiert wird, hat sich hiertiber nicht 
direkt ausgesprochen, vielmehr stillschweigend angenommen, 
dai es nicht fiéllbar sei, da er aus dem, 29 Tage hindurch 
gesammelten, Harn eines Hundes von 12 kg nach vorgangiger 
Fiillung mit Bleiessig und Ammoniak durch Fallung mit Phosphor- 
wolframsiiure usw. 50,74 g Kreatininchlorzink = 31,5 g Kre- 
atinin, also tiber 1,08 g Kreatinin pro Tag erhielt. Mit Recht 
sagt Albanese: «bei einem Hunde von 12 kg darf man diese 
Quantitét als normal*) ansehen», dennoch hat Albanese in- 
sofern nicht Recht, als, wie sich oben gezeigt hat, unter Um- 
stiinden etwas Kreatinin — wenigstens bei menschlichem Harn 
— durch Bleiessigammoniak gefillt werden kann. 

Was die Fillbarkeit wiisseriger Lésungen betrifft, so habe 
ich mich tiberzeugt, daB eine 1°/oige Lésung durch Bleiessig 
und Ammoniak nicht gefillt wird, dabei habe ich es allerdings 
fiir iiberfliissig gehalten, die komplizierte Versuchsanordnung 
von Colls nachzuahmen. Daf dies trotzdem im Harn mit 


') Womit, ist nicht gesagt. 

2) Albanese, Zeitschr. fiir exp. Pathol. u. Pharmakol.. Bd. 35, 
S. 452 (1895). 

*) Jedenfalls nicht als zu klein, eher ist sie meiner Ansicht nach 


gréfer als normal. 
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einem Teil des Kreatinins der Fall ist, kann nicht Wunder 
nehmen, da die Verhiiltnisse im Harn die Entstehung eines 
reichlichen Niederschlages begiinstigen, der wohl etwas Kre- 
alinin «mitreiben» kann. 

Die Behauptung Colls, dab der ganze Zuckernachweis 
nach Briicke im normalen Harn durch Kreatinin vorgetiuscht 
wird, ist sicher nicht richtig, dah aber das Kreatinin an den redu- 
zierenden EKigenschaften der schlieBlich bei dem Briickeschen 
Verfahren erhaltenen stark eingeengten LOsung beteiligt ist, 
kann wohl nicht in Abrede gestellt werden. KoOnnte nun auch 
in unserem Falle das Kreatinin durch seine Formaldehydbildung 
Traubenzucker vortéuschen? Das ist ganz ausgeschlossen, denn 
Kreatinin bildet nur sehr wenig Formaldehyd. 2 cem einer 
1°/oigen LOsung gaben sowohl mit 5 als mit 2 —2'/2 eem Oxyda- 
lionsmischung eine positive Reaktion,!) 2 cem einer 0,1°/oigen 
hochstens eine Andeutung einer solchen. Wenn man die aus 
dem Bleiessigammoniakniederschlag erhaltene Losung auf das 
urspriingliche Harnvolumen bringt, wie ich es getan habe, ist 
eine Tiiuschung durch Kreatinin ganz ausgeschlossen. 


Il]. Filtrat und Waschwasser des Bleiessigammoniak- 
niederschlages. 


Dem Volumen nach waren dies etwa 41. Durch Ein- 
leiten von (QO, und Stehenlassen gelang es, die Loésung fast 
vollstiindig von Blei zu befreien, ohne dafi es nétig gewesen 
wiire, H,S anzuwenden. Die filtrierle L6sung wurde auf 200 ccm 
eingedamptt. °) 

1. 2 ccm mit 5 cem Oxydationslosung: starke Reaktion. 

2.2 cem der auf 1/5 verdiinnten Loésung mit 5 cem 
Oxydationsmischung: gleichfalls starke Reaktion. 

Sehr bemerkenswert ist auch hier das Verhalten zu 
Kohle. Die durch Schiitteln mit Blutkohle entfairbte Losung 
zeigte folgendes Verhalten: 


') Auffallenderweise gibt Kreatin unvergleichlich starkere Reaktion: 
2 ccm einer 1°/oigen Lisung gaben eine tiefblaue Reaktionsflissigkeit, 
2 ccm einer 0,1°/oigen noch eine sehr starke. 

*) Die Hauptmenge des Kreatinins befindet sich in dieser Fliissigkeit 
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- 1. 2 cem mit 5 ccm Oxydationsmischung: duberst in- 
tensive Keaktion. 

2. 2 ecm der auf das Sfache verdiinnten Lésung: gleich- 
falls sehr starke Reaktion. 

Zur Vergleichung wurden die erhaltenen Reaktionen aus 
der Sfach verdiinnten Lésung ohne Behandlung mit Kohle 
und nach der Behandlung auf 50 cem verdiinnt. Der Unter- 
schied in der Farbung war sehr erheblich. Durch die Be- 
handlung mit Kohle werden also stérende Substanzen entfernt, 
die augenscheinlich einen Teil der Ubermangansiiure in Be- 
schlag nehmen, ohne Formaldehyd zu liefern. 

Zur Priifung der Frage, ob es méglich sei, kleine Mengen 
von Zucker im Harn auf diesem Wege nachzuweisen. wurden 
nun folgende Versuche angestellt. 

Es werden zwei Mischungen aus Harn von 1017D an- 
gesetzt: 

A. 180 ccm Harn -}- 20 ccm Wasser. 

B. 180 cem Harn -}+ 20 cem einer 1°/oigen ‘Trauben- 
zuckerlésung, also 0,2°/o Zucker. Der Harn reagierte sauer. 

Beide Mischungen wurden mit Bleiessig im UberschuB 
vollig ausgefallt, Filtrat -+- erstem Waschwasser mit Am- 
moniak versetzt, der Niederschlag nach halbstiindigem Stehen 
abfiltriert und so lange mit Wasser gewaschen, bis 5 cem des 
Waschwassers keine Reaktion mehr auf formaldehydbildende 
Substanz geben. Die Niederschlige wurden alsdann in 100 ccm 
heiBer Essigsiiure von 30°/o durch Aufgiefen gelést: durch 
ZuriickgieBen der ersten Filtrate auf das Filter gelingt es 
leicht, ein klares Filtrat zu erhalten. Beide Filtrate wurden 
auf 200 ccm aufgefiillt. 

2cem von A. gaben mit 5 ccm Oxydationslésung keine 
Reaktion, 2 ccm von B. eine recht starke. 

Ca. 8 ccm von B. gaben mit Natronlauge von 1,34 tiber- 
siattigt, wobei sich das anfangs ausgeschiedene Bleioxydhydrat 
wieder liste, abgekiihlt, dann mit einigen Tropfen 10°/oiger 
Kupfersulfatlosung und etwas Seignettesalzlosung versetzt 
und erhitzt, zuerst Gelbfarbung, dann Ausscheidung von rotem 
Kupferoxydul; A. verhielt sich negativ. 
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Der Versuch wurde mehrmals mit 50 cem!') Harn einer- 
seits, 50 eem 0,2°/o Traubenzucker enthaltenden andererseits 
wiederholt, stets mit demselben Ergebnis. 

Es ist aber notwendig, sich bei Anstellung der Probe 
auf 2 cem zu beschriinken; bei Anwendung von 5 cem erhiilt 
man auch bei normalem Harn eine positive Reaktion, vielleicht 
abhiingig von dem normalen Kohlenhydratgehalt des Harns. 

Was geringeren Gehalt an Traubenzucker  vetrifft, so 
waren die Resultate bei einem Gehalt von 0,1°/o Trauben- 
zucker nicht mehr ganz sicher, vermutlich deswegen, weil ein 
Teil des Traubenzuckers doch immer schon durch Bleiessig 
allein ausgefallt wird. 

Fassen wir also das bisher Ermittelte zusammen, 
so ergibt sich, dah man einen Gehalt an Trauben- 
zucker von 0,2°/o sicher nachweisen kann, wenn man 
eine abgemessene Quantitiét Harn zuerst mit Bleiessig, 
dann das Filtrat mit Bleiessig -+- NH, ausfallt, den 
ausgewaschenen Niederschlag in heifer Essigséure 
lost, die L6sung auf das Volumen des urspringlich an- 
gewendeten Harns bringt und 2 cem mit 5ccem Oxyda- 
tionsmischung oxydiert, mit dieser Lésung die Reak- 
tion auf Formaldehyd in der beschriebenen Weise 
anstellt. 

Nun /aBt sich nicht verkennen, dal} dieses Verfahren 
recht umstiindlich ist, es fragte sich, ob man es nicht durch 
ein einfacheres ersetzen kann. 

Vor liingerer Zeit habe ich gezeigt, da{ Traubenzucker 
unter Umstianden durch Kupferhydroxyd vollstindig fallbar 
ist?) und hierauf ein Verfahren zum Nachweis kleiner Mengen 
von Traubenzucker begriindet. 

20 ccm Harn werden mit 10 ccm einer Kupferlésung, die 
199,52 g CuSO, -- 5 H,O im Liter enthalt (1,6 normal) und 
17,6 Normalnatronlauge versetzt, gut umgeschiittelt, 20 bis 


‘) Bei Anwendung von 50 ccm geniigt zum Auswaschen des Blei- 
essigammoniakniederschlages 2 bis 3maliges Voligieffen des Filters bis 
zum Rande. 

*) Diese Zeitschr., Bd. 3, S. 79. 
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25 Minuten stehen gelassen, 100 ccm Wasser hinzugesetazt, 
durch ein grofes Faltenfilter filtriert, das Filter, sobald die 
Fliissigkeit ganz abgelaufen ist, ohne nachzuwaschen heraus- 
genommen, auf Filtrierpapier ausgebreitet, um die noch 
restierende Fliissigkeit zu entfernen, das Filter wieder in den 
Trichter gebracht, der Niederschlag durch Aufgiefben von salz- 
sdurehaltigem Wasser (1 Salzsiiure von 1,125 D: 10) gelést, 
mit heibem Wasser nachgewaschen, durch H,S_ entkupfert, 
vom Schwefelkupfer abfiltriert, mit Na,CO, genau neutralisiert, 
auf 20 ecem eingedampft. Bei einem Gehalt des Harns an 
Traubenzucker = 1°/o0 gibt die Fliissigkeit beim Erhitzen mit 
einigen Tropfen frischgemischter Fehlingschen L6ésung reich- 
lich Reduktion mit bald schneller, bald langsamer erfolgenden 
Ausscheidung von Oxydul: normaler Harn gibt nur eine geringe 
Entfiirbung der blauen Fliissigkeit. Ob diese auf dem normalen 
Zuckergehalt des Harns beruht, oder etwa auf mitgefillter 
Harnsiiure, kann dahingestellt bleiben: jedenfalls ist das Ver- 
halten des Harns mit 1°/o0 Zucker von dem des normalen 
durchaus verschieden. Nach Huppert, 10. Auflage, S. 111, 
gibt auch normaler Harn ein stark reduzierendes harnsaure- 
reiches Filtrat. Demgegeniiber muf ich nach meinen jetzigen 
Nachuntersuchungen bei meinen friiheren Angaben bleiben, 
nur in einer Beziehung zeigte sich eine Differenz, niémlich in 
Bezug auf die Quantitaét der anzuwendenden Natronlauge. Es 
ergab sich, dafi bei Anwendung von 17,6ccm Normalnatronlauge 
das Filtrat blau oder bliiulich gefarbt war, und man nur 17,2 ecm 
anwenden durfte. Es war also entweder die Kupferl6sung etwas 
zu schwach oder die Natronlauge etwas zu stark. Mdglicher- 
weise ist auch die Beschaffenheit des Filtrierpapiers von Einflub. 

Kine Abiinderung fiir den vorliegenden Zweck mufte das 
beschriebene Verfahren insofern erfahren, als es notwendig 
war, den Niederschlag gut auszuwaschen. Dies erwies sich bei 
der schleimigen Beschaffenheit des Niederschlages als iuferst 
listig und zeitraubend. Um die Filtration und das Auswaschen 
zu erleichtern, wurden daher der Mischung 20 ccm 10 °/oiger 
Chlorbaryumlésung und dann soviel Na,CO,-lésung hinzugesetzt, 
dafi die Mischung deutlich alkalisch reagierte. Die Filtration 
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ging nun etwas besser, erforderte aber immer noch _ viel 
Zeit, und bei Anwendung der Saugpumpe ging leicht etwas 
Niederschlag durch das Filter. Der Niederschlag wurde in 
heifer Essigsiiure gelist, nachgewaschen, das Kupfer durch 
H,S entfernt, das Filtrat von Schwefelkupfer auf 20 ccm ein- 
gedamplt. 

Uber das Ergebnis zahlreicher Versuche kann ich mich 
kurz fassen: das Verfahren ist unanwendbar, da auch aus 
normalem Harn formaldehydbildende Substanzen so reichlich 
in den Kupferniederschlag tibergehen, dal eine Unterscheidung 
von 0,2°/o Traubenzucker enthaltendem Harn von dem an- 
gewendeten genuinen Harn nicht mdglich ist. Dabei sehe ich 
von einzelnen Fiillen ab, in denen dies nach starker Verdiin- 
nung der Reaktionsmischung durch Farbenvergleichung gelang. 

Ks bleibt also nur das Bleiverfahren nach Briicke tibrig. 
Angesichts der Umstindlichkeit desselben erhebt sich die Frage, 
inwieweit eine positiv ausfallende Reaktion iiberhaupt fiir ab- 
normen Zuckergehalt beweisend ist, und ob die Reduktions- 
probe mit der erhaltenen L6sung nicht mehr leistet. Gegen 
beide Proben ist einzuwenden, dal sie nicht speziell Trauben- 
zucker beweisen, sondern reduzierende Zuckerarten tiberhaupt, 
also auch Pentosen, ja auch bei gréferem Gehalt an gebun- 
dener Glucuronsiiure — freie Glucuronsiiure kommt wohl 
nicht vor -— positiv ausfallen kénnen. Die Formaldehydprobe 
wirde voraussichtlich auch bei einem Gehalt an loslichen 
Kohlenhydraten positiv ausfallen,!) die Reduktionsprobe nicht; 
allein derartige Kohlenhydrate kommen im Harn wohl nicht 
pathologisch vermehrt vor. Der Gehalt an Kreatinin, das ja teil- 
weise durch Bleiessig --- Ammoniak gefallt wird — wenigstens 
beim Harn — kann bei der Reduktionsprobe zu Irrtiimern Ver- 
anlassung geben. Bei der Formaldehydprobe ist diese Gefahr 
gering, da das Kreatinin relativ wenig Formaldehyd liefert. Bei 
beiden Proben mu man auf den Gebrauch von Medikamenten 
Riicksicht nehmen. Der Kreis dieserSubstanzen, durch die Trauben- 
zucker vorgetiiuscht werden kénnte, ist aber wohl bei der 


') Auch ein rohrzuckerhaltiger Harn gibt positive Reaktion, ein 
etwaiger Glyceringehalt kommt nicht in Betracht. 
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J ormaldehydprobe etwas gréber. Rosenthaler fiihrt |. c. als 
medikamentése formaldehydbildende Substanzen an: Kresol, 
Giuajacol, Salicin, Atropin, Chinin, Coffein, Theobromin, Pyr- 
amidon. Von einigen dieser ist es bekannt, dali sie dem 
Harn reduzierende Eigenschaften verleihen, die wohl auch in 
der aus der Bleiessigammoniakfiillung hergestellten Losung — 
nur um diese handelt es sich — zur Geltung kommen: bei 
anderen ist dies sicher nicht der Fall. Die etwaige Kompli- 
kation durch eine dieser Substanzen lift sich aber vermeiden 
durch Ausschliebung der betreffenden Medikamente, wie wir 
ja auch bei der Reduktionsprobe Salicylsdaure, Benzoesiure, 
Chloral usw., kurz alle Korper, die Glucuronsiiure bilden, auch 
Chrysophansiiure und wohl noch manch andere Korper aus- 
schliefen miissen. 

Der Einflufs von Medikamenten kommt also nicht in be- 
tracht, man muf sie eben ausschliefen koOnnen, dagegen ist 
ein anderer Umstand nicht ohne Bedeutung. Welche Korper 
des normalen Harns reduzierend wirken, wissen wir: es sind 
im wesentlichen doch nur Kreatinin und Harnsaéure, die form- 
aldehydgebenden Kérper kennen wir dagegen auber dem Kre- 
atinin nicht.') Ich habe versucht, diese einigermafben zu um- 
grenzen, jedoch ohne entscheidenden Erfolg. Vorausschicken 
modchte ich, dab formaldehydgebende Korper nicht oder nur 
in minimalen Mengen in das Harndestillat tibergehen. 

300 ccm Harn wurden in 3 Fraktionen zerlegt: eine in 
Alkoho] absol. unlésliche und eine in Alkohoi absol. tibergehende; 
diese wurde zerlegt in eine in Atheralkohol lésliche und eine 
darin unldsliche. Den Ausgangspunkt bildete der Harn nach 
starkem Eindampfen. Eine solche Teilung in 3 Fraktionen ist 
natiirlich nicht durch einfache Extraktionen resp. Fiillungen 
zu erreichen, sondern nur durch vielfache Wiederholung der 
betreffenden Operationen. Die Art des Vorgehens dabei ist 
wohl so selbstverstindlich, dah ich nicht naéher darauf einzu- 
gehen brauche. Die in Alkoholather lésliche Substanz = 
Fraktion I und die darin unlésliche Fraktion [1 — _natiirlich 
durch Abdampfen véllig von Alkohol und Ather befreit —- wurde 


') Harnstoff, Harnsiure, Purinbasen geben keine Reaktion. 
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zuerst auf je 100 ccm wiisserige LOsung gebracht, aliquote Teile 
derselben dann dreifach verdtinnt, sodaB die urspriingliche Kon- 
zentration des Harns in ihnen wiederhergestel|t war. Von der in 
Alkohol absol. unloslichen Fraktion II], die nach dem Verreiben 
ein staubiges, feines, nicht hykroskopisches Pulver darstellte, 
wurde das Gewicht festgestellt und dann soviel davon gelést, 
dafi die Lésung gleichfalls der Konzentration des Harns ent- 
sprach. Von allen LOsungen wurden 2 cem mit 5 cem Oxy- 
dationsmischung behandelt, und die oft angefiihrte Reaktion 
mit Wittepepton, Eisenchlorid und rauchender Salzsiiure an- 
gestellt. Nach mehrstiindigem, in anderen Fiillen 20stiindigem 
Stehen der fertigen Reaktionen wurden diese auf 100 ecm 
mit Wasser aufgefiillt und die Intensitét der Fiirbung ver- 
glichen. Am stirksten war die Farbung bei Fraktion II (in 
Alkohol und Ather unléslich), am schwiichsten bei Fraktion III 
(in Alkohol unloslich), | stand in der Mitte. bei der Oxydation 
mit der Lésung von III war aber sofort aufgefallen, dali das 
Verhalten der Mischung ein anderes war, wie bei I und II. 
Wiihrend bei diesen eine Triibung durch ausgeschiedenes 
Mangansuperoxyd beim Erhitzen bestehen blieb, wurde die 
Losung aus III sofort entfiirbt; es lag also die Méglichkeit 
vor, dafi hier die Quantitét der Ubermangansiiure zur Oxy- 
dation der formaldehydbildenden Substanz nicht ausreichte, 
weil ein Teil der Ubermangansiiure zur Oxydation anderer 
nicht formaldehydbildender Substanzen in Beschlag genommen 
wurde. Dies ergab sich nun in der Tat. Als zu der siedenden 
Mischung von 2 ccm der Lésung (entsprechend 2 cem Harn) 
und 5 ccm Oxydationsmischung noch etwa 1 ccm einer 5°/oigen 
Kaliumpermanganatlosung hinzugefiigt wurde, blieb eine Aus- 
scheidung von Mangansuperoxyd bestehen, und die Fiarbung 
der schlieBlich erhaltenen Lésung war eine ganz andere, etwa 
der aus Fraktion II gleich. Ein gewisser Uberschuf von Ka- 
liumpermanganat muf also stets vorhanden sein, man mul 
etwas mehr davon zusetzen, wenn die betreffende Losung sich 
sofort entfiirbt.1) Dieselbe Reihenfolge hinsichtlich des Gehalts 


') In welchem Grade oxydable Substanzen den Ausfall der Reaktion 
beeinflussen kénnen, zeigt sich an dem Verhalten des Blutserums. Oxydiert 
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an formaldehydbildender Substanz und dieselbe Erscheinung 
bei Fraktion Ill ergab sich auch bei Anstellung der Schry- 
werschen Reaktion mit den oxydierten Mischungen. 

Die aus Fraktion | erhaltene Formaldehydbildung wird 
man wohl ohne Zwang auf nicht gentigende Befreiung von 
Fraktion II zuriickfiihren k6nnen, sodaBh nur II und III in Be- 
tracht kommen. Isolierungsversuche wiirden also von diesen 
Fraktionen auszugehen haben, wobei auf das in beiden ziem- 
lich reichlich vorhandene Kreatinin Riicksicht zu nehmen wiire. 


man 2ccm desselben mit der gew6hnlich gebrauchten Oxydationsmischung, 
so fallt die Reaktion trotz der Gegenwart von Zucker im Serum negativ 
aus; wendet man aber statt dieser Lésung eine solche an, die in LOO ccm 
20 ccm einer 5°/o igen Permanganatlésung enthalt, so fallt die Reaktion un- 
zweifelhaft positiv aus, womit iibrigens nicht gesagt sein soll, daf die 
Reaktion notwendig nur auf den Zuckergehalt zu beziehen ist. 
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